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Abstract 
Die Gesamtheit mitochondrialer Gene sowie ein Teil der plastidären Gene photosynthetischer 
Eukaryoten wird durch kernkodierte Phagentyp-RNA-Polymerasen transkribiert. 
In der vorliegenden Arbeit wurden unter Verwendung eines homologen in vitro-
Transkriptionssystems, die spezifischen Funktionen der Phagentyp-RNA-Polymerasen 
RpoTm, RpoTp und RpoTmp aus Arabidopsis untersucht. Während RpoTmp keine Präferenz 
für die angebotenen Promotoren zeigte, transkribierten RpoTm und RpoTp eine überlappende 
Gruppe mitochondrialer und plastidärer Promotoren vielfältiger Architektur. RpoTm und 
RpoTp präsentierten hierbei eine Kofaktor-unabhängige Fähigkeit zur Promotorerkennung bei 
Angebot superhelikaler DNA-Matrizen. Eine selektive Promotornutzung sowie die Unfähig-
keit zur spezifischen Transkription linearer Promotormatrizen in vitro implizieren die Assozia-
tion zusätzlicher, in die Promotorerkennung und/oder DNA-Aufschmelzung involvierter Ko-
faktoren in vivo. 
Die in vitro-Erkennung mitochondrialer Promotoren durch eine plastidäre Phagentyp-RNA-
Polymerase (und umgekehrt) sowie weitere Ähnlichkeiten der Transkriptionsapparate der Mi-
tochondrien und Plastiden, wie die strukturelle Organisation ihrer Promotoren und die phylo-
genetische Herkunft ihrer kernkodierten Transkriptasen inspirierte in planta Studien zur spezi-
fischen Transkription eines mitochondrialen Promotors in den Plastiden. Hierzu wurde die 
Expression des nptII-Reportergens unter Kontrolle des mitochondrialen PatpA-Promotors aus 
Oenothera in transplastomischen Tabakpflanzen analysiert. Die durchgeführten Studien bele-
gen eine korrekte Transkription des mitochondrialen PatpA-Promotors durch eine plastidäre 
Phagentyp-RNA-Polymerase in in vitro-Transkriptionsassays sowie in transplastomischen 
Tabakpflanzen. Diese Resultate enthüllen weitere unerwartete Ähnlichkeiten der organellären 
Genexpression, die aufschlussreiche evolutionäre Einblicke erlauben und verbesserte Anwen-
dungen zur Manipulation plastidärer Genome ermöglichen könnten. 
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Abstract 
All mitochondrial and a subset of plastidial genes of photosynthetically active eukaryotes are 
transcribed by nuclear-encoded, phage-type RNA polymerases. 
In this study, a homologous in vitro transcription system was used to define the specific func-
tions of Arabidopsis phage-type RNA polymerases RpoTm, RpoTp and RpoTmp in organellar 
transcription. RpoTmp displayed no significant promoter specificity, whereas RpoTm and 
RpoTp were able to accurately initiate transcription from overlapping subsets of mitochon-
drial and plastidial promoters of diverse architecture. RpoTm and RpoTp thereby demon-
strated an intrinsic capability to recognize promoters on supercoiled DNA templates without 
the aid of protein cofactors. A selective promoter recognition by the phage-type RNAPs in 
vitro and the inability to recognize promoters on linear templates imply that auxiliary factors 
are required for efficient initiation of transcription and/or DNA melting in vivo. 
Crosswise recognition of organellar promoters by the phage-type RNA polymerases in vitro as 
well as other similarities of the mitochondrial and plastidial transcription machineries such as 
promoter structures and the phylogenetic origin inspired in planta studies to investigate spe-
cific transcription of a mitochondrial promoter in plastids. Therefore, the expression of an 
nptII reporter gene under control of the mitochondrial PatpA promoter from Oenothera was 
analyzed in transplastomic tobacco plants. The data presented here demonstrate the faithful 
recognition of the mitochondrial PatpA promoter by a plastid RNA polymerase both in in vitro 
transcription assays and in transplastomic tobacco plants. These findings disclose further un-
expected similarities of the organellar gene expression systems which deliver interesting evo-
lutionary insights and might facilitate improved applications for chloroplast genome engineer-
ing. 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Die Gesamtheit mitochondrialer Gene sowie ein Teil der plastidären Gene photosynthetischer 
Eukaryoten wird durch kernkodierte Phagentyp-RNA-Polymerasen transkribiert. Die Kernge-
nome höherer Pflanzen kodieren für kleine Familien von Phagentyp-RNA-Polymerasen 
(RpoT-Polymerasen), die phylogenetisch mit den RNA-Polymerasen aus den T3/T7-
Bakteriophagen verwandt sind. Die dikotyle Pflanze Arabidopsis thaliana besitzt drei RpoT-
Gene, RpoTm, RpoTmp und RpoTp, deren Produkte in den Mitochondrien (RpoTm und 
RpoTmp) und den Plastiden (RpoTp und RpoTmp) lokalisiert sind. Obwohl angenommen 
wird, dass diese RNA-Polymerasen in den Organellen als katalytische Komponenten der or-
ganellären Transkriptionsapparate fungieren, sind ihre spezifischen Funktionen weitestgehend 
ungeklärt und es existieren nur wenige Hinweise auf assoziierte transkriptionelle Kofaktoren 
und regulatorische Elemente. Bislang wurden die Eigenschaften der Transkriptionsapparate 
meist über die Analyse in vivo synthetisierter Transkripte von Wildtyp- oder mutanten Pflan-
zen oder durch detaillierte in vitro-Untersuchung plastidärer oder mitochondrialer Extrakte 
charakterisiert. 
In der vorliegenden Arbeit konnte unter Verwendung eines definierten, homologen in vitro-
Transkriptionssystems, welches aus rekombinanten Proteinkomponenten und Matrizen orga-
nellärer Promotoren besteht, die minimale Zusammensetzung eines für die Promotorerken-
nung und Transkriptionsinitiation notwendigen Phagentyp-RNA-Polymerasekomplexes be-
stimmt werden. Es konnte demonstriert werden, dass es sich bei allen drei Enzymen um 
transkriptionell aktive RNA-Polymerasen handelt. Während RpoTmp in in vitro-
Transkriptionsstudien keine Präferenz für die angebotenen organellären Promotoren zeigte, 
transkribierten RpoTm und RpoTp eine überlappende Gruppe mitochondrialer und plastidärer 
Promotoren vielfältiger Architektur. RpoTm und RpoTp präsentierten hierbei eine intrinsi-
sche, Kofaktor-unabhängige Fähigkeit zur Promotorerkennung bei Angebot superhelikaler 
DNA-Matrizen. Im Gegensatz zur T7-RNA-Polymerase waren RpoTm und RpoTp jedoch 
nicht in der Lage Promotoren von linearen Matrizen spezifisch zu transkribieren. Die selekti-
ve Promotornutzung sowie die Unfähigkeit zur spezifischen Transkription linearer Promotor-
matrizen in vitro implizieren die Assoziation zusätzlicher, in die Promotorerkennung und/oder 
DNA-Aufschmelzung involvierter Kofaktoren in vivo. Darüber hinaus erwies sich das etab-
lierte in vitro-System als wertvolles Instrument zur vergleichenden Analyse der transkriptio-
nellen Eigenschaften der drei organellären Phagentyp-Polymerasen aus Arabidopsis und er-
möglichte die Untersuchung potentieller Kofaktoren sowie regulatorischer und 
mechanistischer Komponenten der organellären Genexpression. 
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Die in vitro-Erkennung mitochondrialer Promotoren durch eine plastidäre Phagentyp-RNA-
Polymerase (und umgekehrt) sowie weitere Ähnlichkeiten der Transkriptionsapparate der Mi-
tochondrien und Plastiden, wie die strukturelle Organisation ihrer Promotoren und die phylo-
genetische Herkunft ihrer kernkodierten Transkriptasen inspirierte in planta Studien zur spezi-
fischen Transkription eines mitochondrialen Promotors in den Plastiden. Hierzu wurde die 
Expression des nptII-Reportergens unter Kontrolle des mitochondrialen PatpA-Promotors aus 
Oenothera in transplastomischen Tabakpflanzen analysiert. Die durchgeführten Studien bele-
gen eine korrekte Transkription des mitochondrialen PatpA-Promotors durch eine plastidäre 
Phagentyp-RNA-Polymerase in in vitro-Transkriptionsassays sowie in transplastomischen 
Tabakpflanzen. Die Kartierung des nptII-Transkript-5’-Endes zeigte eine korrekte Erkennung 
des PatpA-Promotors durch die plastidäre Transkriptionsmaschinerie in vivo. Interessanter-
weise präsentierten Run On-Analysen mit isolierten Chloroplasten, dass das chimäre nptII-
Gen in isolierten Plastiden sogar effizienter transkribiert wurde als vergleichend analysierte 
NEP-abhängige Gene. Diese Resultate enthüllen weitere unerwartete Ähnlichkeiten der orga-
nellären Genexpression, die aufschlussreiche evolutionäre Einblicke erlauben und verbesserte 
Anwendungen zur Manipulation plastidärer Genome ermöglichen könnten. 
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SUMMARY 
All mitochondrial and a subset of plastidial genes of photosynthetically active eukaryotes are 
transcribed by nuclear-encoded, phage-type RNA polymerases. Nuclear genomes of higher 
plants encode for a small family of phage-type RNA polymerases (RpoT polymerases) which 
are phylogenetically related to the ones of T3/T7 bacteriophages. The dicotyledonous plant 
Arabidopsis thaliana possesses three RpoT genes, RpoTm, RpoTmp and RpoTp, whose prod-
ucts are localized to mitochondria (RpoTm und RpoTmp) and plastids (RpoTp und RpoTmp). 
Although the RpoT polymerases are thought to represent catalytic components of the organel-
lar transcription machineries, their specific functions are as yet unresolved and there is only 
little indication for associated transcriptional cofactors and regulatory elements. So far, the 
properties of transcriptional machineries have been characterized by analysis of in vivo syn-
thesized transcripts of wild type or mutant plants or by detailed investigation of the transcrip-
tional characteristics of plastidial or mitochondrial extracts. 
In this study, a defined homologous in vitro transcription system composed of individual re-
combinant components and organellar promoter templates was established to define the mi-
nimal phage-type RNA polymerase complexes capable of both promoter recognition and tran-
scription initiation. All three RpoT genes were shown to encode transcriptionally active 
RNAPs. RpoTmp displayed no significant promoter specificity, whereas RpoTm and RpoTp 
were able to accurately initiate transcription from overlapping subsets of mitochondrial and 
plastidial promoters of diverse architecture. RpoTm and RpoTp thereby demonstrated an in-
trinsic capability to recognize promoters on supercoiled DNA templates without the aid of 
protein cofactors. Unlike the T7 RNAP, RpoTm and RpoTp were not able to transcribe pro-
moters from linear templates. Selective promoter recognition by the phage-type RNAPs in 
vitro and the inability to recognize promoters on linear templates imply that auxiliary factors 
are required for efficient initiation of transcription and/or DNA melting in vivo. Moreover, the 
established in vitro transcription system turned out to be a useful tool for a comparative analy-
sis of the transcriptional properties of the three organellar Arabidopsis phage-type RNA po-
lymerases and enabled the testing of potential cofactors, regulatory, and mechanistic compo-
nents of organellar gene expression. 
 
Crosswise recognition of organellar promoters by the phage-type RNA polymerases in vitro as 
well as other similarities of the mitochondrial and plastidial transcription machineries such as 
promoter structures and the phylogenetic origin inspired in planta studies to investigate spe-
cific transcription of a mitochondrial promoter in plastids. Therefore, the expression of an 
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nptII reporter gene under control of the mitochondrial PatpA promoter from Oenothera was 
analyzed in transplastomic tobacco plants. The data presented here demonstrate the faithful 
recognition of the mitochondrial PatpA promoter by a plastid RNA polymerase both in in vitro 
transcription assays and in transplastomic tobacco plants. Mapping of the 5’-ends of the nptII 
transcripts revealed accurate recognition of the PatpA promoter by the chloroplast transcrip-
tion machinery in vivo. Interestingly, run-on assays with isolated chloroplasts showed that the 
chimeric nptII gene was even more efficiently transcribed than other NEP-dependent genes. 
These findings disclose further unexpected similarities of the organellar gene expression sys-
tems which deliver interesting evolutionary insights and might facilitate improved applica-
tions for chloroplast genome engineering.  
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1 EINLEITUNG 
1.1 Mitochondrien und Chloroplasten: Zellorganellen mit endosymbiontischer Her-
kunft 
Mitochondrien und Chloroplasten stammen von zuvor frei lebenden Bakterien ab, die von 
einer frühen eukaryotischen Zelle aufgenommen wurden [Herrmann, 1997; Martin und Herr-
mann, 1998; McFadden, 2001; Mereschowsky, 1905]. Analysen plastidärer und mitochondria-
ler Genome zeigten, dass sich die Mitochondrien aus einem Vorfahren, dessen nächster ge-
genwärtiger Verwandter in der Gruppe der α-Proteobakterien zu finden ist, entwickelten 
[Yang et al., 1985], die Chloroplasten aus Cyanobakterien-ähnlichen Prokaryoten [Bonen und 
Doolittle, 1975; Buetow, 1976; Schwartz und Dayhoff, 1978]. Im Verlauf der Evolution der 
verschiedenen Linien eukaryotischer Organismen haben die Endosymbionten ihre Eigenstän-
digkeit verloren und wurden zu den heute bekannten Organellen. Multiple Gentransferereig-
nisse von den Genomen der Endosymbionten in den Zellkern des Wirts, Gensubstitutionen 
und der vollkommene Verlust organellärer Gene führten zu einer drastischen Reduktion der 
plastidären und mitochondrialen Genome (Abbildung 1:), wodurch eine genetische und bio-
chemische Abhängigkeit der einzelnen gentragenden Kompartimente in der Zelle entstand 
[Gray, 1992; Gray, 1999; Herrmann, 1997; Martin, 2003; Martin und Herrmann, 1998; Martin 
et al., 2002; Timmis et al., 2004]. Während die Reduktion des mitochondrialen Genoms von 
tierischen Lebewesen scheinbar bereits im gemeinsamen Vorfahren abgeschlossen wurde 
[Boore, 1999], ist in Pflanzen der Transfer organellärer Gene in den Zellkern ein noch fort-
währender Prozess [Adams et al., 2000; Adams et al., 2002; Adams et al., 1999; Herrmann, 
2003; Leister, 2005; Timmis et al., 2004]. 
Der Metabolismus und der genetische Apparat beider Organellen weisen noch heute deutliche 
Merkmale prokaryotischen Herkunft auf, doch die Koevolution der drei Genome (nukleäres, 
mitochondriales und plastidäres) führte nicht nur zu einer Neuverteilung der Gene, sondern 
auch der Genprodukte, so dass heute typische eukaryotische Genprodukte die Funktion von 
Komponenten bakterieller Herkunft übernommen haben. Vergleichende genetische Studien 
plastidärer Genome zeigen, dass diese für lediglich 60-200 Proteine kodieren, wogegen sich 
1000-5000 kernkodierte Genprodukte in den Plastiden höherer Pflanzen finden [Abdallah et 
al., 2000; Martin et al., 2002; Richly und Leister, 2004]. Entsprechende Analysen mito-
chondrialer Genome deuten ebenfalls auf einen Import von 1000 oder mehr kernkodierten 
Genprodukten in das funktionale Mitochondrium hin [Millar et al., 2004]. Hierzu werden die 
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kernkodierten Komponenten nach ihrer Transkription im Zellkern im Cytoplasma syntheti-
siert und über N-terminale Transitsequenzen in die Organellen transportiert [Herrmann, 2003; 
Martin und Herrmann, 1998]. Viele Protein-Komplexe in den Organellen, wie z. B. die mito-
chondriale ATP-Synthase oder die RubisCO der Chloroplasten, werden so zum Teil aus kern-
kodierten, zum Teil aus organellärkodierten Untereinheiten zusammengesetzt. 
In den gegenwärtigen Organismen erfüllen die Organellen spezialisierte Funktionen innerhalb 
der Zelle. Die Mitochondrien sind der Ort der zellulären Atmung, wobei in energieumwan-
delnden Prozessen durch die Kopplung von Elektronentransport und oxidativer Phosphorylie-
rung ATP erzeugt wird [Saraste, 1999]. Die Chloroplasten erfüllen vor allem die Funktion der 
Photosynthese, sind aber auch Orte des Aminosäure-, Fettsäure- und Lipidstoffwechsels, der 
Nitrat- und Sulfatassimilation, der Biosynthese von Carotenoiden und Tetrapyrrolen und der 
Synthese von Pflanzenhormonen, Nukleotiden und Vitaminen. 
Die Koordinierung dieses umfangreichen Stoffwechselgeschehens innerhalb der Pflanzenzelle 
erfordert eine zelltyp-, entwicklungs- und umweltabhängige Regulation der Genexpression in 
den einzelnen gentragenden Kompartimenten. Es ist demnach von großem Interesse, Protein-
komponenten des Transkriptionsapparates zu identifizieren und charakterisieren, durch die 
eine solche Regulation vermittelt und ein koordiniertes Zusammenspiel der einzelnen Geno-
me innerhalb der Zelle gewährleistet wird. 
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Abbildung 1: Endosymbiontische Herkunft von Chloroplasten und Mitochondrien. Der cyanobakte-
rielle und der α-proteobakterielle Endosymbiont wurden durch unabhängige Phagozytosevorgänge in 
die Wirtszelle aufgenommen. Massiver Gentransfer aus den Genomen der Endosymbionten in den 
Wirtskern und Genverlust führten zu drastisch reduzierten organellären Genomen (cpDNA in grün, 
mtDNA in orange). Die Integration endosymbiontischer Gene in das Wirtsgenom sowie ursprünglich 
plastidärer tRNA-Gene in das mitochondriale Genom ist farblich angedeutet. 
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1.2 Die organelläre Transkription in höheren Pflanzen 
1.2.1 Plastidäre und mitochondriale Genome 
Die Genome der Plastiden (Plastome, cpDNA) stellen wie diejenigen der Mitochondrien 
(Chondrome, mtDNA) Überreste der Genome ihrer durch Endosymbiose aufgenommenen 
eubakteriellen Vorfahren dar. 
Die plastidären Genome der Landpflanzen sind sowohl in ihrer Sequenz als auch in ihrer 
Struktur hoch konserviert [Wakasugi et al., 2001]. Typische plastidäre Chromosomen höherer 
Pflanzen weisen, abhängig vom Organismus, eine Größe von etwa 120- 160 kb auf und bein-
halten 60-200 Gene, die hauptsächlich für Bestandteile des Transkriptions- und Translation-
sapparates, sowie für Komponenten des Photosyntheseapparates kodieren [Maier und 
Schmitz-Linneweber, 2004]. Es wurde bislang angenommen, dass das plastidäre Genom aus-
schließlich als doppelsträngiges zirkuläres Molekül in den Chloroplasten vorliegt [Herrmann 
et al., 1975; Kolodner und Tewari, 1972; Übersicht in Maier und Schmitz-Linneweber, 2004]. 
In den letzten Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass die cpDNA zudem in multimerer, 
linearer und komplex-verzweigter Form auftritt [Bendich, 2004; Oldenburg und Bendich, 
2004]. Die cpDNA der meisten photosynthetischen Organismen lässt gemeinsame charakte-
ristische Strukturmerkmale erkennen: zwei invertierte Sequenzwiederholungsbereiche (inver-
ted repeats, IRs), die einen kleinen Einzelkopiebereich (small single copy, SSC) und einen 
großen Einzelkopiebereich (long single copy, LSC) voneinander trennen und die Gene für 
ribosomale RNAs tragen (Abbildung 2). Die variierenden Plastomgrößen unterschiedlicher 
Organismen lassen sich meist auf verschiedene Längen der IR-Regionen zurückführen.  
Die Gene sind oft in polycistronischen Transkriptionseinheiten organisiert, die unterschiedli-
che Orientierungen aufweisen [Übersicht in Sugita und Sugiura, 1996]. Anders als in proka-
ryotischen Organismen wird die Vorläufer-RNA in den Chloroplasten posttranskriptionell in 
mono- und oligocistronische RNAs prozessiert [Barkan, 1988; Barkan, 2004; Sugita und Su-
giura, 1996] und beinhaltet gelegentlich nicht-kodierende Intronbereiche innerhalb der Gene, 
die durch verschiedene Spleißmechanismen entfernt werden [Übersicht in Schmitz-
Linneweber und Barkan, 2007]. 
Ähnlich den bakteriellen Chromosomen, ist die plastidäre DNA in Protein-DNA-Komplexen, 
den Nukleoiden, organisiert [Übersicht in Sato et al., 2003]. Sich entwickelnde und reife 
Chloroplasten beinhalten mehrere Nukleoide, von denen jedes mehrere Genomkopien auf-
weist. Das Proteinmuster isolierter Nukleoide aus den Chloroplasten höherer Pflanzen lässt 
auf etwa 20-50 verschiedene Proteine schließen [Übersichten in Heinhorst et al., 2004; Phin-
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ney und Thelen, 2005], von denen bislang jedoch nur wenige charakterisiert wurden. Als 
Nukleoid-kompaktierendes Protein konnte in Rotalgen das plastidärkodierte, histonähnliche 
DNA-Bindeprotein HU identifiziert werden [Kobayashi et al., 2002]. In den Plastiden der 
Pflanzen scheint die Kompaktierung dagegen durch eine Sulfitreduktase (SiR) vermittelt zu 
werden [vgl. Kap. 1.2.5, Sato et al., 2001; Sato et al., 2003]. 
 
 
 
 
Abbildung 2: Organisation des plastidären Genoms von Arabidopsis thaliana. Das 154 kb große Ge-
nom ist in zwei identische, gegenläufige Sequenzabfolgen (inverted repeats, IRA und IRB, fett gezeich-
nete Randbereiche) von 26 kb Länge organisiert, die durch einen kleinen (SSC, 17 kb) und einen gro-
ßen (LSC, 84 kb) Einzelkopiebereich voneinander getrennt sind. Die tRNA-, rRNA- und 
proteinkodierenden Gene sowie offene Leseraster sind entsprechend ihrer biologischen Funktion durch 
Boxen unterschiedlicher Farbe beiderseits des äußeren Ringes gekennzeichnet. Die Gene außerhalb 
des Ringes werden gegen den Uhrzeigersinn transkribiert, die Gene innerhalb des Ringes im Uhrzei-
gersinn. Gene mit Introns sind mit Sternchen gekennzeichnet, dabei ist die Position und die Länge der 
Introns gestrichelt dargestellt. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Swiatecka-
Hagenbruch. 
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Im Gegensatz zu plastidären Genomen zeigen die Genome pflanzlicher Mitochondrien bei 
einer relativ konstanten Anzahl von 50-60 Genen [Handa, 2003; Kubo et al., 2000; Notsu et 
al., 2002; Sugiyama et al., 2005; Unseld et al., 1997] eine beträchtliche Varianz in ihrer Grö-
ße. Die Gene, die vornehmlich für Komponenten der Atmungskette und des Translationsappa-
rates kodieren, treten wie plastidäre Gene verstreut oder in Genclustern organisiert auf (vgl. 
Abbildung 3) und werden posttranskriptionell prozessiert [Übersicht in Gagliardi und Binder, 
2007]. 
Weitere Ähnlichkeiten zu plastidären Genen finden sich im Auftreten zahlreicher Gruppe II-
Introns in mitochondrialen proteinkodierenden Genen, die durch Spleißvorgänge aus der Vor-
läufer-RNA entfernt werden [Übersicht in Gagliardi und Binder, 2007], sowie C nach U-
Edierungsvorgängen, welche jedoch in Mitochondrien deutlich häufiger auftreten [Giegé und 
Brennicke, 1999; Handa, 2003; Mulligan, 2004; Notsu et al., 2002]. 
Die mitochondrialen Genomgrößen erstrecken sich von 187 kb in Marchantia polymorpha 
über 570 kb in Zea mays und bis hin zu 2400 kb in bestimmten Cucurbitaceen [Ward et al., 
1981]. Im Vergleich dazu weisen die Mitochondrien tierischer Organismen ein deutlich klei-
neres Chondrom auf, obwohl dieses nicht für entsprechend weniger Gene kodiert 
[Übersichten in Bullerwell und Gray, 2004; Burger et al., 2003]. Die Chondrome der Angi-
ospermen besitzen große intergenische Regionen und haben sich durch zahlreiche Duplikati-
onsereignisse, die Insertion von Introns und DNA-Sequenzen aus dem Chloroplasten- und 
Kerngenom sowie von Sequenzen bislang unbekannter Herkunft vergrößert [Marienfeld et al., 
1999; Palmer et al., 2000]. Die schnelle strukturelle Evolution der pflanzlichen mitochondria-
len Genome wird vor allem durch Rekombinationsvorgänge zwischen kleinen und großen 
Sequenzwiederholungsbereichen hervorgerufen und steht im Kontrast zu einer langsamen 
Veränderung der mtDNA-Sequenz [Palmer, 1990]. Obwohl das mitochondriale Genom in der 
Regel als sogenannter master circle mit der vollständigen genetischen Information dargestellt 
wird (vgl. Abbildung 3), führt die rekombinatorische Aktivität oftmals zum Auftreten subge-
nomischer, linearer und verzweigter mtDNA-Formen [Andre et al., 1992; Backert et al., 1997; 
Fauron et al., 1995; Sugiyama et al., 2005]. 
Ähnlich der Organisation plastidärer DNA scheint die mitochondriale DNA in chromatinähn-
lichen Nukleoiden vorzuliegen. Es konnte gezeigt werden, dass isolierte pflanzliche Nukleoi-
de transkriptionell aktiv und in vitro zur DNA-Synthese fähig sind, wodurch angenommen 
wird, dass es sich bei den Nukleoiden um Orte des DNA-Erhalts und der Genexpression han-
delt [Dai et al., 2005; Fey et al., 1999]. Die Proteinkomponenten pflanzlicher mitochondrialer 
Nukleoide sind weitestgehend unbekannt, jedoch konnte in Protein-mtDNA-Komplexen des 
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Menschen, der Hefe und aus Xenopus laevis ein hoch abundantes HMG (high mobility 
group)-Protein identifiziert werden [Alam et al., 2003; Antoshechkin und Bogenhagen, 1995; 
Diffley und Stillman, 1992; Shen und Bogenhagen, 2001]. Dieses, als mtTFA bezeichnete 
Protein, ist an der mtDNA-Erhaltung beteiligt und fungiert im Menschen zudem als obligato-
rischer Transkriptionsfaktor der mitochondrialen Genexpression [vgl. Kap. 1.2.4, Diffley und 
Stillman, 1991; Kanki et al., 2004]. 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Organisation des mitochondrialen Genoms von Arabidopsis thaliana [aus Dombrowski 
et al., 1998]. Das 367 kb große Genom umfasst 57 Gene, von denen 33 für Proteine, drei für rRNAs 
und 20 für tRNAs kodieren [Duchene und Marechal-Drouard, 2001; Unseld et al., 1997]. Die Gene 
außerhalb des Ringes werden im Uhrzeigersinn transkribiert, die innerhalb des Ringes gegen den Uhr-
zeigersinn. 
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1.2.2 Organelläre RNA-Polymerasen 
Aufgrund der eubakteriellen Abstammung der Chloroplasten ist die Organisation ihrer geneti-
schen Maschinerie der von Prokaryoten sehr ähnlich. Eine Besonderheit des plastidären 
Transkriptionsapparates ist das Auftreten von mindestens drei RNA-Polymerasen (RNAPs) 
unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft: Neben einer plastidärkodierten plastidären Po-
lymerase des Bakterientyps (PEP, plastid encoded plastid RNA-polymerase) treten wahr-
scheinlich zwei kernkodierte plastidäre RNA-Polymerasen des T3/T7-Phagentyps (NEP, nuc-
lear encoded plastid RNA-polymerase) auf [Übersichten in Liere und Maliga, 2001; Liere und 
Börner, 2007]. Im Gegensatz zu allen anderen RNA-Polymerasen (RNAPs) aus prokaryoti-
schen und eukaryotischen Organismen bestehen die RNAPs der T3-, T7- und SP6-
Bakteriophagen aus einem einzelnen Polypeptid (single-polypeptide-chain enzymes). Das in-
tensiv untersuchte Enzym des T7-Phagen erkennt spezifische Promotorsequenzen und kataly-
siert die Transkriptelongation bis zur Termination ohne die Unterstützung assoziierter Prote-
infaktoren [Übersicht in Cheetham und Steitz, 2000]. In den Mitochondrien eukaryotischer 
Organismen hat mindestens eine kernkodierte T7-Phagentyp-RNA-Polymerase die ursprüng-
liche Bakterientyp-RNAP des endosymbiontischen Wirtes ersetzt [Übersichten in Gray und 
Lang, 1998; Hess und Börner, 1999; Tracy und Stern, 1995]. 
 
1.2.2.1 RpoT-Gene kodieren organelläre Phagentyp-RNA-Polymerasen 
Der Verlust der Gene der ursprünglichen bakteriellen RNAP sowie die Abwesenheit von σ70-
Bakterientyp Promotorsequenzen (vgl. Kap. 1.2.3.1) im mitochondrialen Genom nahezu aller 
photosynthetischer Organismen impliziert den Erwerb einer neuen Transkriptionsmaschinerie, 
dessen Komponenten im Zellkern kodiert sind. 
In Saccharomyces cerevisiae kodiert das Kerngen RPO41 für eine Phagentyp-RNAP, die als 
katalytische Untereinheit des mitochondrialen Transkriptionsapparates fungiert [Greenleaf et 
al., 1986; Masters et al., 1987]. Auch im Menschen konnte die Phagentyp-RNAP h-mtRPOL 
als Komponente der mitochondrialen Transkription identifiziert werden [Falkenberg et al., 
2002; Tiranti et al., 1997]. Weitere homologe Phagentyp-RNAP-Gene wurden in der 
Gymnospermen Pinus taeda (U. Richter, HU Berlin, persönliche Mitteilung), Grünalgen (A. 
Weihe, HU Berlin, persönliche Mitteilung) sowie verschiedenen Angiospermen wie 
Chenopodium album [Weihe et al., 1997], Arabidopsis [Hedtke et al., 1997; Hedtke et al., 
2000], Weizen [Ikeda und Gray, 1999], Mais [Chang et al., 1999; Young et al., 1998], 
Nicotiana sylvestris [Kobayashi et al., 2002; Kobayashi et al., 2001], Nicotiana tabacum 
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[Hedtke et al., 2002], Gerste [Emanuel et al., 2004] und in dem Moos Physcomitrella patens 
[Kabeya et al., 2002; Richter et al., 2002] gefunden. Obwohl ein direkter experimenteller 
Nachweis zur Transkription mitochondrialer Gene durch die kodierten Genprodukte bislang 
aussteht, werden diese als Transkriptasen der mtGenome betrachtet. 
Im Unterschied zu Pilzen und Tieren besitzen höhere Pflanzen mehr als ein RpoT-Gen (RpoT; 
RNA-Polymerase vom T7/T3-Typ), das für eine T7-Phagentyp RNAP kodiert [Übersichten in 
Hess und Börner, 1999; Liere und Börner, 2007; Shiina et al., 2005; Weihe, 2004]. Aufgrund 
von in vivo- und in vitro-Importstudien wird angenommen, dass die kleine Familie der drei 
RpoT-Gene in Arabidopsis für ein mitochondriales (RpoTm), ein plastidäres (RpoTp) und ein 
in beiden Organellen lokalisiertes Enzym (RpoTmp) kodiert [Hedtke et al., 1997; 2000; 2002; 
1999]. Die Untersuchung der allotetraploiden Pflanze Nicotiana tabacum führte zur Identifi-
zierung von sogar sechs aktiven RpoT-Genen [Hedtke et al., 2002]. Die Gensequenzen reprä-
sentieren zwei orthologe Gruppen aus je drei Genen (RpoTm, RpoTp, RpoTmp) von jedem 
Elter deren Genprodukte in in vivo-Importversuchen die gleiche subzelluläre Lokalisierung 
wie die Arabidopsis-Enzyme zeigten [Hedtke et al., 2002; Kobayashi et al., 2001]. 
Im Gegensatz zu dikotylen Pflanzen konnten in monokotylen lediglich zwei RpoT-Gene iden-
tifiziert werden, von denen eines für ein mitochondriales (RpoTm), das andere für ein plasti-
däres Enzym (RpoTp) kodiert [Chang et al., 1999; Emanuel et al., 2004; Ikeda und Gray, 
1999; Kusumi et al., 2004]. Die Lokalisierung von RpoTp wird durch den immunologischen 
Nachweis dieses Proteins in Chloroplasten aus Mais und Reis unterstützt [Chang et al., 1999; 
Kusumi et al., 2004]. 
Im Moos Physcomitrella patens wurden drei RpoT-Gene, RpoT1, RpoT2 und RpoT3, gefun-
den [Kabeya et al., 2002; Richter et al., 2002, A. Weihe pers. Mitteilung]. Allen bisher unter-
suchten dual lokalisierten Enzymen gemeinsam sind zwei im gleichen Leserahmen liegende 
AUG-Startkodons in der N-terminalen Region, die als Translationsinitiationskodons genutzt 
werden könnten. Richter et al. [2002] beobachteten für RpoT1 und RpoT2 aus Physcomitrella 
bei einer Translationsinitiation am ersten Startkodon eine Lokalisierung in den Plastiden, 
während eine Initiation am zweiten AUG zu einem mitochondrialen Import führte. In Arabi-
dopsis zeigten in vivo-Importversuche für RpoTmp bei Translationsinitiation am ersten Start-
kodon eine duale Lokalisierung, wogegen ein am zweiten AUG translatiertes Polypeptid aus-
schließlich in den Mitochondrien lokalisiert war [Hedtke et al., 2000]. Die in vivo-Translation 
am ersten AUG in Arabidopsis und Physcomitrella und der damit verbundene plastidäre Im-
port wurden aufgrund von Daten von Kabeya et al. [2005; 2002] in Frage gestellt und erfor-
dern weitere experimentelle Untersuchungen. 
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Es wird vermutet, dass es sich bei dem gemeinsamen Vorläufer der phagenkodierten und 
kernkodierten RNAPs um eine DNA-Polymerase oder Reverse Transkriptase handelt 
[Cermakian et al., 1997]. Die kleinen RpoT-Genfamilien höherer Pflanzen scheinen das Er-
gebnis unabhängiger Genduplikationsereignisse in einer Zeit nach der Aufspaltung von Bry-
ophyten und der Abstammungslinie vaskulärer Pflanzen zu sein. Phylogenetische Analysen 
der pflanzlichen RpoTp-Enzyme zeigen, dass diese eine Schwestergruppe zur Gruppe der 
RpoTm und RpoTmp-Enzyme bilden [Richter et al., 2002]. Interessanterweise scheinen die 
mitochondrialen RNAPs (RpoTm) aus monokotylen Pflanzen näher mit den dual-lokalisierten 
Enzymen (RpoTmp) der dikotylen verwandt zu sein als mit RpoTm (U. Richter, HU Berlin, 
persönliche Mitteilung). 
1.2.2.2 Plastidäre RNA-Polymerasen 
Plastidärkodierte plastidäre RNA-Polymerasen (PEP) 
Im Plastom nicht-parasitischer Pflanzen und Algen kodieren die Gene rpoA, B, C1 und C2 für 
die vier Untereinheiten α, β, β' und β'' einer Bakterientyp-RNA-Polymerase [Abbildung 4, 
Übersichten in Hess und Börner, 1999; Igloi und Kössel, 1992; Sugiura, 1995]. Die Organisa-
tion der rpo-Gene ist zwischen Eubakterien und Plastiden konserviert: Während rpoB, rpoC1 
und rpoC2 ein Operon bilden und gemeinsam transkribiert werden, erfolgt die Transkription 
des rpoA-Gens gemeinsam mit Genen für ribosomale Proteine [Hudson et al., 1988; Kaneko 
et al., 1996; Purton und Gray, 1989]. Das durch Zusammenlagerung zweier α- und jeweils 
einer der β-, β'- und β''-Untereinheiten gebildete katalytisch aktive Enzym wird durch die As-
soziation eines kernkodierten Sigmafaktors zum Holoenzym ergänzt und so zu einer spezifi-
schen Promotorerkennung und Transkriptionsinitiation befähigt (vgl. Kap. 1.2.4). 
Die PEP wurde in löslichen transkriptionsaktiven Fraktionen aus Chloroplastenpräparationen 
[Hu und Bogorad, 1990; Hu et al., 1991] und als unlösliche, DNA-gebundene Komponente in 
den sogenannten transkriptionsaktiven Chromosomen [TAC, transcriptionally active chromo-
some, Little und Hallick, 1988; Pfalz et al., 2006; Suck et al., 1996] gefunden. Die aus Eti-
oplasten isolierte lösliche Form der PEP besteht hauptsächlich aus den Kernuntereinheiten, 
wogegen in reifen Chloroplasten zusätzliche Proteine mit der Kernuntereinheit assoziiert sind 
und einen großen Komplex bilden [Baginsky et al., 1999; Link, 1996; Pfannschmidt und 
Link, 1994; Pfannschmidt und Link, 1997; Pfannschmidt et al., 2000]. Die Assemblierung 
dieses Komplexes lässt eine Regulation der PEP aufgrund variierender Lichtbedingungen und 
photosynthetischer Aktivität vermuten (vgl. Kap. 1.2.5). 
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Kernkodierte plastidäre RNA-Polymerasen (NEP) 
Erste Hinweise auf die Beteiligung einer kernkodierten RNA-Polymeraseaktivität an der 
plastidären Transkription höherer Pflanzen lieferte die Detektion von RNA-Transkripten in 
ribosomendefizienten Plastiden hitzegebleichter Roggenblätter [Bünger und Feierabend, 
1980] und in weißem Gewebe der Gerstenmutante albostrians [Siemenroth et al., 1981]. Es 
konnte gezeigt werden, dass die kernkodierte RNAP-Aktivität plastidäre rRNAs [Siemenroth 
et al., 1981] und zahlreiche andere Gene in ribosomenfreien Plastiden transkribiert [Falk et 
al., 1993; Han et al., 1993; Hübschmann und Börner, 1998; Zubko und Day, 1998]. Untersu-
chungen an dem nicht-photosynthetischen pflanzlichen Parasiten Epifagus virginiana 
[DePamphilis und Palmer, 1990; Ems et al., 1995], sowie an rpoB-deletierten Tabak-Plastiden 
[Allison et al., 1996; Hajdukiewicz et al., 1997] stützen die Annahme einer kernkodierten 
RNAP, da es trotz des Fehlens einer funktionellen PEP zur Transkription größerer Bereiche 
des Plastidengenoms kommt. 
Den ersten Anhaltspunkt, dass es sich bei dieser kernkodierten transkriptionellen Aktivität um 
eine Phagentyp-RNA-Polymerase handeln könnte, lieferten Experimente von Lerbs-Mache et 
al. [1993], die in transkriptionsaktiven Präparationen aus Spinat-Chloroplasten ein 110 kD 
Protein identifizierten, welches in vitro zur Erkennung eines T7-Phagen-Promotors befähigt 
war. 
 
 
 
 
Abbildung 4: Plastidäre RNA-Polymerasen. Links: Plastidärkodierte RNA-Polymerase (PEP). In rei-
fen Chloroplasten assoziiert die PEP mit zahlreichen kernkodierten Polypeptiden (dunkelgrau) und 
einer heterotrimeren Proteinkinase [PTK, plastid transcription kinase, Baginsky et al., 1999; Ogrze-
walla et al., 2002]. Die Promotorbindung an den angedeuteten –10/-35-Bakterientyp-Promotor wird 
durch einen variablen kernkodierten Sigmafaktor vermittelt. Stromaufwärts gelegene cis-Elemente, die 
von spezifischen trans-Faktoren (TF) erkannt werden, könnten die Transkription stimulieren (nach 
Liere und Maliga, 1999). Rechts: Gezeigt ist die plastidäre Phagentyp-RNA-Polymerase (NEP). Die 
kernkodierte katalytische Untereinheit RpoT ist mit einem oder mehreren hypothetischen Transkripti-
onsfaktoren assoziiert. TIS: Transkriptionsinitiationsort. 
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Mögliche Kandidaten für eine kernkodierte Phagentyp-RNAP-Aktivität stellten die zuerst in 
Arabidopsis beschriebenen RpoT-Genprodukte dar [Hedtke et al., 1997]. Aufgrund ihrer Lo-
kalisierung kommen RpoTmp und RpoTp als NEP-Aktivität in den Plastiden in Betracht. 
Hinweise auf eine tatsächliche Beteiligung von RpoTp an der plastidären Transkription liefer-
ten Experimente von Liere et al. [2004] an transgenen Tabakpflanzen, die dieses Protein über-
exprimierten (vgl. Kap. 1.2.6). Interessanterweise scheint im Chloroplasten der Grünalge 
Chlamydomonas reinhardtii eine kernkodierte RNA-Polymerase des Phagentyps zu fehlen. 
Versuche, die PEP-vermittelte Transkription spezifisch zu hemmen, führten zu einer vollstän-
digen Inhibierung der plastidären Transkription [Zoeger, 2001]. Auch war es nicht möglich, 
die für die PEP-Untereinheiten kodierenden rpo-Gene im Plastom von C. reinhardtii auszu-
schalten [Fischer et al., 1996; Rochaix, 1997]. 
 
1.2.3 Promotoren organellärer RNA-Polymerasen 
1.2.3.1 Plastidäre Promotoren 
In den Plastiden kann zwischen PEP- und NEP-Promotoren unterschieden werden, aus deren 
Verteilung und Nutzung eine gewisse Arbeitsteilung zwischen der kernkodierten RNAP-
Aktivität und der plastidärkodierten RNA-Polymerase abgeleitet werden kann: Während Pho-
tosynthesegene und -transkriptionseinheiten PEP-Promotoren aufweisen, haben die meisten 
Nicht-Photosynthesegene, wie z. B. Gene für die Transkription und Translation Promotoren 
für beide RNA-Polymerasen. Nur wenige Haushaltsgene werden ausschließlich von der NEP 
transkribiert. 
 
PEP-Promotoren 
In Übereinstimmung mit der Existenz einer bakterienähnlichen RNA-Polymerase in pflanzli-
chen Chloroplasten weisen zahlreiche plastidäre Transkriptionseinheiten Variationen klassi-
scher –10-(TAtaaT)/ –35-(TTGaca)-Konsensussequenzen des E. coli σ70-Promotortyps auf 
[Übersichten z. B. in Gruissem und Tonkyn, 1993; Liere und Börner, 2007; Weihe, 2004]. In 
allen bisher untersuchten Pflanzen und Algen konnte dieser Bakterientyp-Promotor gefunden 
werden, dessen funktionelle Ähnlichkeit zu bakteriellen -10/ -35-Promotoren durch die Er-
kennung dieser plastidären Promotoren durch die E. coli RNA-Polymerase belegt wird [Boyer 
und Mullet, 1988; Bradley und Gatenby, 1985; Eisermann et al., 1990; Gatenby et al., 1981]. 
Einige Promotoren des σ70-Typs besitzen zusätzliche cis-Elemente mit regulatorischer Signi-
fikanz (vgl. Abbildung 5). Die detaillierte in vitro-Charakterisierung des psbA-Promotors aus 
1 EINLEITUNG             24 
Senf führte zur Identifizierung eines TATATA-Promotorelements zwischen den -35- und -10-
Hexameren, das der TATA-Box RNAP II transkribierter nukleärer Gene ähnelt [Eisermann et 
al., 1990; Link, 1984]. Das TATATA-Motiv und die -10-Region waren hinreichend, um in 
vitro basale Transkriptionsniveaus mit plastidären Extrakten aus Licht- und Dunkel-
adaptierten Pflanzen zu gewährleisten. Dennoch war die Anwesenheit des -35-Elements es-
sentiell für verstärkte Transkriptionsraten, die für Chloroplasten Licht-adaptierter Pflanzen 
charakteristisch sind [Eisermann et al., 1990; Link, 1984]. Dieses TATATA-Motiv tritt eben-
falls in der psbA-Promotorsequenz aus Gerste auf, anders als im Senf ist jedoch die -35-
Region unerlässlich für die in vitro-Transkription dieses Promotors [Kim et al., 1999]. Im 
psbA-Promotor aus Weizen scheint das auch hier vorkommende TATATA-Motiv für die 
Promotorerkennung unwichtig zu sein. In Weizen-Keimlingen wurden zwei verschiedene 
Formen von PEP-Aktivitäten detektiert. Die Transkription des psbA-Promotors durch die in 
reifen Chloroplasten der Blattspitze vorkommende PEP (tip-type PEP) scheint lediglich auf 
einem ausgedehnten (extended) -10-Element, welches ein TGn-Motiv stromaufwärts der -10-
Region beinhaltet zu beruhen [Bown et al., 1997; Satoh et al., 1999]. Dagegen erwies sich das 
-35-Element als essentiell für die Transkription durch die in jungen Plastiden der Blattbasis 
auftretende Form der PEP [base-type PEP, Satoh et al., 1999]. Da die psbA-Promotorsequenz 
in Senf, Weizen und Gerste hoch konserviert ist, könnte die unterschiedliche Nutzung der 
beschriebenen cis-Elemente auf einer divergenten Evolution von Transkriptionsfaktoren in 
diesen Organismen beruhen. Die Erkennung der -10/-35-Promotoren scheint zumindest in 
einigen Organismen und in bestimmten Entwicklungsstadien nur vom -10-Promotorelement 
abhängig zu sein. Die Interaktion der PEP mit dem -35-Element wird in diesem Fall wahr-
scheinlich durch eine Interaktion mit der erweiterten -10-Sequenz [Satoh et al., 1999], dem 
TATATA-Motiv zwischen den -10- und -35-Hexameren [Eisermann et al., 1990] oder Fakto-
ren, die an Sequenzen stromaufwärts eines degenerierten -35-Elements binden [Allison und 
Maliga, 1995; Kim und Mullet, 1995; Kim et al., 1999; Thum et al., 2001], ersetzt. Der einzi-
ge bislang bekannte Promotor in höheren Pflanzen, in dem das -10-Element eine untergeord-
nete Rolle bei der Erkennung zu spielen scheint, ist der des rRNA-Operons, PrrnP1 [Suzuki 
et al., 2003]. Stattdessen konnte ein in Monokotylen und Dikotylen konserviertes essentielles 
Sequenzelement stromaufwärts des -35-Elements, das so genannte RUA-Motiv (GTGGGA; 
rRNA operon upstream activator), identifiziert werden. Es wird angenommen, dass dieses 
Motiv eine direkte Interaktion mit der PEP oder eine Protein-Protein-Interaktion zwischen der 
PEP und einem RUA-bindenden Transkriptionsfaktor ermöglicht [Suzuki et al., 2003]. 
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TaepsbA
HvupsbD
Ntarrn16 (P1)
TIS
TIS
TIS
-35 TATATA TGn-10
-35AAG-Box -10
-10RUA-35  
Abbildung 5: Schematische Darstellung verschiedener PEP-Promotortypen. Gezeigt sind der psbA-
Promotor aus Weizen (TaepsbA), der psbD Promotor aus Gerste (HvupsbD) und der rrn16-P1 Promo-
tor aus Tabak (Ntarrn16 (P1)) mit den konservierten -10/-35-Konsensuselementen sowie den individu-
ellen Promotorelementen (graue Boxen) wie der TATATA-Box, der ausgedehnten -10-Sequenz (TGn), 
der AAG-Box und dem RUA-Motiv. Das gering konservierte -35-Element des psbD-Promotors aus der 
Gerste ist in hellgrau dargestellt [nach Liere und Börner, 2007]. 
 
 
NEP-Promotoren 
Eine Identifizierung und Charakterisierung der Transkriptionsinitiationsorte der NEP wurde 
durch die Entwicklung experimenteller Systeme, die eine Reduktion oder Eliminierung der 
transkriptionellen Aktivität der PEP erlaubten, ermöglicht. Zu diesen Systemen gehören die 
Plastidenribosomen-defiziente Gerstenmutante albostrians [Hübschmann und Börner, 1998], 
die iojap Maismutante [Silhavy und Maliga, 1998], Δ-rpo-Tabakpflanzen [Allison et al., 
1996; Hajdukiewicz et al., 1997; Serino und Maliga, 1998] und photosynthetisch-inaktive 
Tabak-, Arabidopsis- und Reis-Suspensionskulturen mit verstärkter NEP-Aktivität [Kapoor et 
al., 1997; Miyagi et al., 1998; Silhavy und Maliga, 1998; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007; 
Vera et al., 1996]. 
Zu den Genen, die ausschließlich von der NEP transkribiert werden, zählen z. B. accD (ko-
diert für die Acetyl-CoA-Carboxylase), clpP (kodiert für die proteolytische Untereinheit der 
Clp ATP-abhängigen Protease), rpl23 (kodiert für ein ribosomales Protein), ycf2 (kodiert für 
ein Protein bislang unbekannter Funktion) und interessanterweise auch das rpoB-Operon, das 
für drei der vier Untereinheiten der PEP in höheren Pflanzen kodiert [Hajdukiewicz et al., 
1997; Hübschmann und Börner, 1998; Silhavy und Maliga, 1998]. Sequenzvergleiche der 
stromaufwärts der Gene liegenden Bereiche zeigten, dass NEP-Promotoren sich deutlich von 
den oben beschriebenen PEP-Promotoren unterscheiden und eher mitochondrialen Promoto-
ren ähneln. Aufgrund ihrer Architektur und konservierter Sequenzmotive lassen sich NEP-
Promotoren einem von mindestens drei Typen zuordnen [Abbildung 6, Übersichten in Liere 
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und Maliga, 2001; Liere und Börner, 2007; Weihe und Börner, 1999]. NEP-Promotoren des 
Typs I lassen sich durch ein konserviertes YRTA-Motiv innerhalb einer AT-reichen Sequenz 
von etwa 10 Nukleotiden (-15/+5) unmittelbar vor der Transkriptionsinitiationsstelle (+1) cha-
rakterisieren [Kapoor und Sugiura, 1999; Liere und Maliga, 1999; Liere und Maliga, 1999; 
Xie und Allison, 2002]. Die systematische in vitro-Analyse des Typ I rpoB-Promotors aus 
Tabak zeigte, dass die Nukleotide von -14 bis +1 essentiell für die effiziente Nutzung dieses 
Promotors sind [Liere und Maliga, 1999]. Dennoch deuten transiente Expressionsassays mit 
Fusionskonstrukten aus dem 5’-flankierenden Bereich des Arabidopsis rpoB- und accD-Gens 
und einem Reportergen auf weitere regulatorische Elemente außerhalb der Konsensussequenz 
hin [Hirata et al., 2004; Inada et al., 1997]. 
Viele der identifizierten Typ I-Promotoren weisen 10-20 nt stromaufwärts der YRTA-Box ein 
zusätzliches 6-7 Nukleotide umfassendes konserviertes Sequenzmotiv (ATAN0-1GAA), die 
sog. GAA-Box, auf und werden dem Typ Ib zugeordnet [Kapoor und Sugiura, 1999; Silhavy 
und Maliga, 1998]. In vivo- und in vitro-Mutationsanalysen des Typ Ib-Promotors PatpB-289 
aus Tabak weisen der GAA-Box eine funktionale Rolle in der Promotorerkennung zu [Kapoor 
und Sugiura, 1999; Xie und Allison, 2002]. Promotoren des Typs I, die keine GAA-Box besit-
zen, werden dem Typ Ia zugewiesen. 
NEP-Promotoren des Typs II unterscheiden sich in ihrer Sequenz und Architektur deutlich 
von Promotoren des Typs I. Die Transkriptionsinitiation wird hier durch eine konservierte  
 
 
 
 
 
Typ II
Typ Ia
Typ Ib
10 - 20 nt
GAA-Box
TIS
TIS
TIS
YRTA-Box
YRTA-Box
(AthatpB-318)
(Athycf-39)
(AthclpP-58)  
Abbildung 6: Schematische Darstellung der NEP-Promotoren vom Typ I und II. Die YRTA-
Promotorkernsequenz und die GAA-Box sind angezeigt. TIS: Transkriptionsinitiationsort. Beispiele 
für die entsprechenden Promotortypen aus Arabidopsis in Klammern. 
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Nukleotidfolge zwischen den Positionen –5 und +25 vermittelt [Sriraman et al., 1998]. Das 
einzige bisher bekannte Beispiel für einen Typ II-Promotor ist die transkriptionsinitiierende 
Sequenz des clpP-Gens (Abbildung 6). Die clpP-Promotorsequenz ist zwischen Monokoty-
len, Dikotylen, Nacktsamern und Lebermoosen konserviert, was auf ein frühes Auftreten des 
NEP-Transkriptionsapparates in der Evolution hindeutet. Dieses Motiv findet sich ebenfalls in 
Reis und in Chlamydomonas, ist hier jedoch, vermutlich aufgrund des Fehlens zusätzlich 
notwendiger Transkriptionsfaktoren, inaktiv [Sriraman et al., 1998]. 
 
tRNAs mit internen Promotoren 
Die Mehrzahl plastidärer tRNAs wird durch die PEP an stromaufwärts liegenden Bakterien-
typ-Promotoren transkribiert. Einige tRNA-Gene, wie z. B. trnS, trnR und trnT aus Spinat 
[Cheng et al., 1997; Gruissem et al., 1986], trnE aus Chlamydomonas [Jahn, 1992] oder trnS, 
trnH und trnR aus dem Senf [Liere und Link, 1994; Neuhaus und Link, 1990; Nickelsen und 
Link, 1990] weisen jedoch weder -35/-10- noch bekannte NEP-Promotorelemente auf. Wu et 
al. [1997] konnten zeigen, dass die kodierende Region des trnS-Gens (+1/+93) basale 
Transkriptionsniveaus in vitro vermittelt, so dass angenommen wird, dass die Transkription 
durch Gen-interne Promotoren vermittelt wird. Die interne Sequenz des trnS-Gens aus Spinat 
[Wu et al., 1997] besitzt Sequenzelemente, welche den A- und B-Blöcken kernkodierter, von 
der eukaryotischen RNA-Polymerase III transkribierten tRNA-Promotoren ähneln [Galli et 
al., 1981; Geiduschek et al., 1995]. Hinzu kommt eine effiziente Transkription des trnR 
(ACG)-Gens aus Pelargonium zonale nach Injektion in Oocyten-Zellkerne aus Xenopus laevis 
[Hellmund et al., 1984], was darauf hindeutet, dass die Transkription einiger plastidärer 
tRNA-Gene möglicherweise durch ein RNAP III-ähnliches Enzym erfolgt. Bislang liegen 
keine Hinweise für das Vorkommen einer solchen RNAP in den Plastiden vor (Liere und Bör-
ner, unveröffentliche Daten). Es ist jedoch ebenfalls vorstellbar, dass die Erkennung dieser 
Nicht-Konsensustyp-tRNA-Promotoren durch bestimmte, mit der NEP oder PEP assoziierter 
Proteinfaktoren vermittelt wird. 
1.2.3.2 Mitochondriale Promotoren 
Pflanzliche Mitochondrien transkribieren ihre Genome von zahlreichen Promotoren [Kühn et 
al., 2005; Tracy und Stern, 1995]. Die mitochondrialen Promotoren wurden durch die Identi-
fizierung primärer Transkript 5’-Enden und den Sequenzvergleich der flankierenden, strom-
aufwärts liegenden Bereiche bestimmt. So konnte das in vielen plastidären NEP-Promotoren 
vorkommende YRTA-Motiv ebenfalls stromaufwärts mitochondrialer Gene dikotyler und 
monokotyler Pflanzen detektiert werden [CRTA-Motiv, Übersichten in Binder und Brennicke, 
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2003; Fey und Marechal-Drouard, 1999; Hess und Börner, 1999]. In Dikotylen ist das CRTA-
Motiv Teil einer Nonanukleotidsequenz (CRTAAGAGA), welche die Transkriptions-
initiationsstelle (unterstrichen) überlappt [Abbildung 7, Binder et al., 1996], wogegen die mi-
tochondrialen Promotoren monokotyler Pflanzen in ihrer Konsensussequenz (RaaWWnnYR-
TAnanWaa; R = A oder G; W = A oder T; K = T oder G; Y = C oder T) eine deutlich 
geringere Konservierung zeigen [Fey und Marechal-Drouard, 1999; Hess und Börner, 1999]. 
In vitro-Transkriptionsstudien mit mitochondrialen Extrakten bestätigten die Relevanz des 
YRTA-Elements und identifizierten zudem weitere stromauf- und stromabwärts dieses Mo-
tivs liegende Nukleotide mit essentieller Funktion für die Promotorerkennung und Transkrip-
tionsinitiation [Caoile und Stern, 1997; Dombrowski et al., 1999; Hanic-Joyce und Gray, 
1991; Rapp et al., 1993; Rapp und Stern, 1992]. Demnach scheinen Sequenzelemente von 
etwa 20-25 Nukleotiden um den Transkriptionsinitiationsort wichtig für die in vitro-
Promotorfunktion zu sein. Der atp9-Promotor aus der Erbse benötigt für die volle Aktivität in 
in vitro-Transkriptionsassays die Nukleotide von -14 bis + 4, der atp1-Promotor aus Mais die 
Nukleotide -12 bis + 5. Die zielgerichtete Mutagenese der Nukleotide (Positionen -3, -2 oder 
+1) des atp9-Promotors aus der Erbse und des atp1-Promotors aus Mais führte zu einer drasti-
schen Reduktion der Promotoraktivität in vitro, obwohl sich die Identität der Nukleotide an 
diesen Positionen in beiden Organismen unterscheidet [Caoile und Stern, 1997; Dombrowski 
et al., 1999; Rapp et al., 1993; Rapp und Stern, 1992]. Dagegen zeigte der Austausch einiger 
hochkonservierter Nukleotide (Positionen −7, −1, +2) im Erbsen-Promotor keinen negativen 
Effekt auf die Transkription in vitro. Es scheint demnach keine strikte Korrelation zwischen 
der evolutionären Konservierung der Nukleotide und ihrer funktionellen Relevanz für die 
Promotoraktivität zu geben. 
Die Mehrzahl mitochondrialer Promotoren weist unmittelbar stromaufwärts des Promotor-
kernmotivs ein A/T-reiches Sequenzelement auf, von dem in in vitro-Studien gezeigt werden 
konnte, dass dieses Element essentiell für die volle Aktivität verschiedener monokotyler und 
dikotyler Promotoren ist [Abbildung 7, Dombrowski et al., 1999; Rapp et al., 1993]. In der 
Erbse führte der Austausch dieser A/T-reichen Region des atp9-Promotors auf den komple-
mentären Strang zu einem drastischen Verlust der Promotoraktivität, was darauf hindeutet, 
dass eher die Identität dieser Nukleotide als der A/T-Gehalt selbst für die in vitro-Funktion 
essentiell sind [Dombrowski et al., 1999]. 
Neben der beschriebenen Konsensussequenz konnten kürzlich weitere häufiger auftretende 
Promotormotive in Arabidopsis identifiziert werden [Kühn et al., 2005]. Hierzu gehört ein 
zweites Nonanukleotidsequenzmotiv (CGTATATAA) stromaufwärts der Gene rrn18, orf291, 
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atp6-1, atp9, atp1 und cox2, sowie Sequenzen mit einer relaxierten Konservierung, die die 
Tetranukleotidmotive ATTA bzw. RGTA drei bis vier Nukleotide stromaufwärts des 
Transkriptionsinitiationsortes oder überhaupt kein konserviertes Sequenzmotiv beinhalten 
[Abbildung 7, Kühn et al., 2005]. Die funktionale Relevanz dieser putativen Promotormotive 
wurde bislang jedoch nicht untersucht. 
Ein gemeinsames Merkmal der Transkription mitochondrialer Gene monokotyler und dikoty-
ler Pflanzen ist das Auftreten multipler Transkriptionsinitiationsorte [Kühn et al., 2005; Lu-
pold et al., 1999; Mulligan et al., 1988]. Studien von Kühn et al. [2005] deuten auf eine nicht-
gewebeabhängige Promotornutzung hin, so dass die Multiplizität der Promotoren eher eine 
relaxierte Promotorspezifität als eine regulatorische Rolle für die Promotorauswahl widerzu-
spiegeln scheint. Das Vorkommen multipler mitochondrialer Promotoren könnte die Ge-
nexpression trotz vielfältiger rekombinatorischer Genomumordnungen gewährleisten [vgl. 
Kap. 1.2.1, Lupold et al., 1999]. 
 
 
 
A/T-reich CRTAAGAGA
A/T-reich CGTATATAA A/T-reich RGTAn3-4RR
A/T-reich ATTAn2-3AA
TIS
TIS
TIS
TIS
 
Abbildung 7: Konservierte und mehrfach auftretende mitochondriale Promotorsequenzelemente diko-
tyler Pflanzen. Das in vielen dikotylen Pflanzen detektierte CRTA-Motiv ist in eine die Trans-
kriptionsinitiationsstelle (TIS) überlappende konservierte Nonanukleotidsequenz eingebettet [oben 
links, Übersichten in Fey und Marechal-Drouard, 1999; Hess und Börner, 1999]. Zusätzlich konnten 
von Kühn et al. [2005] in Arabidopsis weitere gehäuft auftretende Promotorelemente identifiziert wer-
den (oben rechts, unten). Stromaufwärts der Promotorkernsequenzen liegende A/T-reiche Regionen 
sind angezeigt. Mehrfach auftretende Promotorkernsequenzen sind fett gedruckt. R = A oder G; n = 
beliebiges Nukleotid. 
 
1.2.4 Transkriptionsfaktoren organellärer RNA-Polymerasen 
Die Existenz einer Vielzahl verschiedener organellärer Promotormotive, die oftmals zelltyp-, 
entwicklungs- und umweltabhängig aktiviert werden sowie das Vorkommen verschiedener 
RNA-Polymerasen in einem Organell lässt eine Transkriptionsfaktor-vermittelte Genexpressi-
on in höheren Pflanzen vermuten. 
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1.2.4.1 Spezifitätsfaktoren der plastomkodierten eubakteriellen RNA-Polymerase (PEP) 
In Algen und höheren Pflanzen sind kernkodierte Sigmafaktoren an der Transkription plasti-
därer Gene mit –10/-35- Promotoren beteiligt. Diese Faktoren vermitteln als dissoziierbare 
Kofaktoren der PEP die Promotorspezifität und die Aufschmelzung der DNA um den 
Transkriptionsinitiationsort [Übersichten in Allison, 2000; Liere und Börner, 2007; Lysenko, 
2007]. 
Während die biochemische Detektion einer Sigma-Aktivität in pflanzlichen Organismen be-
reits in den 70er und 80er Jahren gelang [Bülow und Link, 1988; Lerbs et al., 1983; Surzycki 
und Shellenbarger, 1976], konnten korrespondierende Gene und cDNAs erst in den letzten 
Jahren kloniert und charakterisiert werden. Sigmafaktoren wurden beispielsweise in Arabi-
dopsis, Mais, Reis, Weizen, Tabak, Physcomitrella und Cyanidium als Mitglieder kleiner Gen-
familien identifiziert [Übersicht in Allison, 2000]. 
Die N-terminalen Sequenzen zahlreicher untersuchter pflanzlicher Sigmafaktoren weisen ty-
pische plastidäre Transitsequenzen auf, die in vivo eine plastidäre Lokalisierung von GFP-
Fusionsproteinen vermitteln [Fujiwara et al., 2000; Hara et al., 2001; Isono et al., 1997; Ka-
namaru et al., 1999; Lahiri und Allison, 2000; Oikawa et al., 2000; Tanaka et al., 1997]. Die 
funktionelle Rolle vieler pflanzlicher Sigmafaktoren wurde in vitro durch Rekonstitutions- 
und Transkriptionsexperimente mit rekombinanten Proteinen bestätigt [Beardslee et al., 2002; 
Bohne et al., 2006; Hakimi et al., 2000; Homann und Link, 2003; Kestermann et al., 1998; 
Privat et al., 2003] und konnte auch in vivo anhand von knock out und transgenen Pflanzen 
nachgewiesen werden [Hanaoka et al., 2003; Kanamaru et al., 2001; Yao et al., 2003]. 
1.2.4.2 Spezifitätsfaktoren kernkodierter Phagentyp-RNA-Polymerasen 
Die Identifizierung von pflanzlichen Spezifitätsfaktoren der organellären Phagentyp-RNA-
Polymerasen erwies sich bislang als schwierig. Die vielversprechendsten Hinweise auf Kofak-
toren dieser Enzyme leiten sich aus der Verwandtschaft ihrer katalytischen Untereinheit zu 
mitochondrialen RNA-Polymerasen aus S. cerevisiae [Jang und Jaehning, 1991; Schinkel et 
al., 1987], X. laevis [Bogenhagen, 1996] und H. sapiens [Fisher und Clayton, 1988] ab. Mito-
chondriale Transkriptionskomplexe aus diesen Organismen weisen im Gegensatz zu Bakteri-
ophagen-RNAPs neben der katalytischen Untereinheit mindestens eine weitere akzessorische 
Proteinkomponente auf. Diesem, in der Hefe als sc-mtTFB (früher Mtf1; h-mtTFB1 und h-
mtTFB2 in H. sapiens) bezeichneten Transkriptionsfaktor, wurde ursprünglich eine Rolle in 
der Promotorerkennung zugeschrieben [Jang und Jaehning, 1991; Mangus et al., 1994; Shadel 
und Clayton, 1995], jedoch weisen neuere Untersuchungen eher auf eine Funktion bei der 
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Formation des offenen Promotorkomplexes oder dessen Stabilisierung während der Transkrip-
tionsinitiation hin [Matsunaga und Jaehning, 2004]. Gestützt wird diese Annahme durch eine 
in vitro nachgewiesene intrinsische Fähigkeit der mitochondrialen RNA-Polymerase aus der 
Hefe [Matsunaga und Jaehning, 2004] und bedingt auch aus H. sapiens und Maus [Gaspari et 
al., 2004] zur Erkennung mitochondrialer Promotoren auf superhelikalen oder voraufge-
schmolzenen DNA-Matrizen, wogegen die Transkription von Promotoren auf linearen Matri-
zen die Anwesenheit von mtTFB erforderte [Schinkel et al., 1987]. 
Trotz einer begrenzten Übereinstimmung der Aminosäuresequenz [Falkenberg et al., 2002; 
McCulloch et al., 2002] konnte mtTFB vor allem durch die Auflösung der dreidimensionalen 
Struktur der Familie der S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)-abhängigen rRNA-
Dimethyltransferasen zugeordnet werden [Schubot et al., 2001]. Tatsächlich ließ sich in aktu-
elle Analysen für h-mtTFB1 und h-mtTFB2 die Fähigkeit SAM zu binden sowie die rRNA-
Dimethyltransferase KsgA in der Methylierung der 16S rRNA aus E. coli zu substituieren, 
nachweisen [Cotney und Shadel, 2006; McCulloch et al., 2002; Seidel-Rogol et al., 2003]. sc-
mtTFB dagegen scheint eine Methyltransferaseaktivität zu fehlen [Cotney und Shadel, 2006]. 
h-mtTFB1/2-Punktmutationsanalysen der konservierten Methyltransferasedomänen deuten in 
vitro auf eine Unabhängigkeit der Methyltransferaseaktivität von der Transkriptionsfaktor-
funktion dieser Proteine hin [Cotney und Shadel, 2006; McCulloch und Shadel, 2003]. Es 
wird daher spekuliert, ob h-mtTFB1 und h-mtTFB2 eine duale Funktion in der mitochondria-
len Genexpression zukommt. 
Zusätzlich zu mtTFB tritt ein weiteres DNA-bindendes Protein, mtTFA, auf, welches der 
HMG (high mobility group)-Familie zugeordnet wird und im Menschen für die mitochondria-
le Transkription essentiell ist [Übersichten in Hess und Börner, 1999; Jaehning, 1993; Shadel 
und Clayton, 1993; Tracy und Stern, 1995]. mtTFA bindet die DNA stromaufwärts der 
Transkriptionsinitiationsstelle und erleichtert wahrscheinlich durch eine Konformationsände-
rung der DNA-Doppelhelix die Zugänglichkeit der core-RNAP zu cis-regulatorischen Ele-
menten, was zu einer Verstärkung der mitochondrialen Transkription in vitro führt 
[Falkenberg et al., 2002; Fisher und Clayton, 1985; Fisher und Clayton, 1988]. Auch ist eine 
Interaktion anderer transkriptionsverstärkender Faktoren mit mtTFA denkbar. Das homologe 
Protein aus der Hefe (sc-mtTFA) ist für die Transkription der mtDNA nicht essentiell [Xu und 
Clayton, 1992] und scheint eher eine Funktion in der strukturellen Organisation sowie der 
Aufrechterhaltung der mtDNA-Stabilität zu besitzen [Diffley und Stillman, 1991]. 
 
1 EINLEITUNG             32 
Bislang konnten keine mtTFA- oder mtTFB-Homologe aus pflanzlichen Organellen isoliert 
werden und es ist ungeklärt, ob derartige Proteine in pflanzlichen Organellen existieren. Ver-
suche, mtTFA-ähnliche Proteine aus der Erbse mit Hilfe eines für die Präparation von mtTFA 
aus der Hefe und aus H. sapiens etablierten Protokolls zu isolieren, blieben bisher erfolglos 
[Däschner et al., 2001; Däschner et al., 1999; Hatzack et al., 1998]. 
Ein in silico identifiziertes Protein aus Arabidopsis (MetA, At5g66360) mit Sequenzähnlich-
keit zu mtTFB zeigte in GFP-Importversuchen eine mitochondriale Lokalisierung, jedoch 
konnte eine mögliche Funktion dieses Proteins als Kofaktor der mitochondrialen Phagentyp-
RNA-Polymerasen in in vitro-Transkriptionsassays nicht nachgewiesen werden [Kühn, 2005].  
Ein mtTFB-ähnliches Protein konnte ebenfalls in Chloroplasten der Kälte-sensitiven Arabi-
dopsis-Mutante Pfc1 charakterisiert werden [Tokuhisa et al., 1998]. Pfc1 (At1g01860) erwies 
sich als plastidäre Methyltransferase der kleinen rRNA-Untereinheit und ist zudem wichtig 
für die Chloroplastenentwicklung bei niedrigen Temperaturen. Ein möglicher Einfluss von 
Pfc1 auf die plastidäre Genexpression wurde jedoch bislang nicht untersucht. 
 
Biochemische Ansätze führten zur Identifizierung weiterer potentieller organellärer Transkrip-
tionsfaktoren. So konnte aus Weizenmitochondrien ein 63 kD-Protein isoliert werden [p63, 
Ikeda und Gray, 1999], welches in vitro die Transkription des cox2-Promotors zu stimulieren 
schien. Später stellte sich heraus, dass es sich bei p63 um ein PPR-Protein handelt, wodurch 
eher eine Funktion dieses Proteins in posttranskriptionellen Prozessen wahrscheinlich ist 
[Lurin et al., 2004; Small und Peeters, 2000]. 
In Spinat-Chloroplasten erfolgt die Transkription des rrn-Operons nicht wie in den meisten 
anderen pflanzlichen Spezies am Bakterientyp-P1-Promotor (P2 in Spinat) sondern wird an 
einem zwischen dem -35 und -10-Element liegenden Nukleotid initiiert, dem so genannten 
Pc-Promotor [Baeza et al., 1991; Iratni et al., 1997; Iratni et al., 1994]. Als potentieller Regu-
lator der Transkription dieses Promotors kommt das DNA-Bindeprotein CDF2, welches ver-
mutlich in zwei verschiedenen Formen (CDF2-A und CDF2-B) vorkommt, in Betracht. Wäh-
rend CDF2-A die Transkription durch die PEP am P1-Promotor reprimiert, stimuliert CDF2-B 
die Transkriptionsinitiation am Pc-Promotor durch eine bislang unbekannte kernkodierte 
RNA-Polymeraseaktivität [NEP-2, Bligny et al., 2000; Iratni et al., 1994]. 
Ein weiterer aus Spinat isolierter Faktor dem eine Funktion in der Regulation der plastidären 
Genexpression zukommen könnte, ist das ribosomale L4 Protein (RLP4), welches über meh-
rere Aufreinigungsschritte bei der Fraktionierung von Plastidenextrakten mit der katalytischen 
110 kD Komponente der NEP assoziiert zu sein schien [Trifa et al., 1998]. 
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Überraschenderweise wurde für einige Sigmafaktoren neben einer plastidären ebenfalls eine 
mitochondriale Lokalisierung beschrieben. Da es mit Ausnahme der Braunalge Pylaiella litto-
ralis [Lang et al., 1997; Rousvoal et al., 1998] in den Mitochondrien pflanzlicher Organismen 
keine Hinweise auf das Vorkommen einer eubakteriellen RNA-Polymerase gibt, impliziert 
eine Sigmafaktor-Lokalisierung in diesem Organell eine mögliche Interaktion dieser Spezifi-
tätsfaktoren mit einer mitochondrialen Phagentyp-RNA-Polymerase. Alternatives Spleißen im 
Intron 1 führt bei AthSig5-Transkripten zur Entstehung zweier alternativer Translationsinitia-
tionsorte (M1 und M2). GFP-Importversuche mit dem kürzeren Peptid (Initiation an M2) 
zeigten eine ausschließlich plastidäre Lokalisierung, wogegen Fusionsproteine mit dem an 
M1 initiierten Peptid einen mitochondrialen Import hervorriefen. RNA-Analysen deuten auf 
eine gewebeabhängige Expression der alternativ gespleißten Transkripte hin [Yao et al., 
2003]. Darüber hinaus konnte für AthSig1::GFP-Fusionsproteine in Tabakprotoplasten-
Importversuchen eine Kolokalisierung in Plastiden und Mitochondrien gezeigt werden (H. 
Tandara und K. Liere, unveröffentliche Daten). Ähnliche Ergebnisse lieferten GFP-
Importstudien und immunologische Analysen des orthologen Faktors Sig2B aus Mais. Inte-
ressanterweise konnte hier zudem eine biochemische Koaufreinigung dieses Sigmafaktors mit 
der mitochondrialen Phagentyp-RNA-Polymerase RpoTm nachgewiesen werden [Beardslee 
et al., 2002]. Experimentelle Daten, die die Aktivität dieser Sigmafaktoren mit einer Phagen-
typ-RNA-Polymerase in Verbindung bringen, stehen bislang jedoch aus. 
1.2.5 Regulation der organellären Genexpression in Pflanzen auf Transkriptionsebene 
Organelläre Proteinkomplexe setzen sich meist aus organellär- und nukleärkodierten Protein-
komponenten zusammen [vgl. Kap. 1.1, Übersicht in Martin und Herrmann, 1998]. Es wird 
daher angenommen, dass die Expression der in unterschiedlichen Kompartimenten kodierten 
Gene koordiniert ist, um stoichiometrische Mengen der einzelnen Untereinheiten zu gewähr-
leisten. In den letzten Jahren wurden umfangreiche Studien zum Verständnis der Interaktionen 
zwischen dem Zellkern und den Mitochondrien bzw. Chloroplasten [Übersichten in Gray, 
2003; Leon et al., 1998; Millar et al., 2004; Pesaresi et al., 2007; Pfannschmidt und Liere, 
2005; Pogson et al., 2008; Poyton und McEwen, 1996; Rodermel, 2001] dargelegt. 
Während die Expression vieler Kerngene auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, ist bis 
zum heutigen Tag nicht geklärt in welchem Maß die Kontrolle der organellären Genexpressi-
on auf dieser Ebene erfolgt. In einer umfangreichen Studie zur koordinierten Expression des 
Mitochondrien- und Kerngenoms unter Zuckermangelbedingungen in Arabidopsis konnte 
weder auf transkriptioneller noch auf posttranskriptioneller oder translationeller Ebene eine 
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signifikante Änderung der mitochondrialen Genexpression detektiert werden [Giegé et al., 
2005]. Dagegen wurde die Expression einiger kernkodierter mitochondrialer Komponenten 
reprimiert, wodurch diese bei der Proteinassemblierung in den Mitochondrien zu limitieren-
den Faktoren werden, was vermutlich zur Degradation überschüssiger mitochondrialkodierter 
Komponenten führt [Giegé et al., 2005]. 
Für eine Regulation mitochondrialer Gene auf transkriptioneller Ebene gibt es nur wenige 
Hinweise. Es existieren Anhaltspunkte für eine zell- oder gewebeabhängige Expression mito-
chondrialer Gene in Monokotylen [Li et al., 1996; Topping und Leaver, 1990]. Daten von 
Kühn et al. [2005] deuten dagegen nicht auf Unterschiede in der Promotornutzung in Arabi-
dopsis Blatt- und Blütengewebe hin. Run On-Transkriptionsstudien mit Mais und Ara-
bidopsis Mitochondrien zeigten, dass mitochondriale Gene vermutlich durch unterschiedliche 
Promotorstärken differentiell exprimiert werden [Finnegan und Brown, 1990; Giegé et al., 
2000; Mulligan et al., 1991].  
Bisher ist wenig über die Parameter bekannt, die die Promotorstärke in vivo bestimmen. In 
vitro führte der Austausch bestimmter Nukleotide in der Promotorkernregion zu einem deutli-
chen Verlust der Promotorstärke [Hoffmann und Binder, 2002; Rapp et al., 1993], so dass 
vermutlich davon ausgegangen werden kann, dass diese Regionen auch in vivo die Promotor-
aktivität bestimmen, es fehlen jedoch eindeutige Hinweise auf eine aktive Regulation der Ex-
pression individueller Gene während der Transkriptionssinitiation. Zahlreiche Studien deuten 
vielmehr darauf hin, dass vor allem posttranskriptionelle Prozesse in der mitochondrialen Ge-
nexpression zu unterschiedlichen steady state Transkript-Mengen führen [Gagliardi und Lea-
ver, 1999; Giegé et al., 2000; Leino et al., 2005; Moneger et al., 1994; Smart et al., 1994]. 
Eine durch kernkodierte Faktoren kontrollierte Promotorselektivität wurde in alloplasmischen 
Linien in Tabak und Mais beschrieben [Edqvist und Bergman, 2002; Newton et al., 1995]. 
Um welche Faktoren es sich hier handelt und welche Funktion diesen in der mitochondrialen 
Transkription zukommt, bleibt aufzuklären. 
Die Regulation der Transkription könnte neben der Ebene der Initiation ebenfalls während der 
Elongationsphase durch DNA-kodierte Signale erfolgen, die zum Pausieren oder zur Termina-
tion der RNAP führen. Für die T7-RNA-Polymerase sind zwei Klassen von Transkripti-
onsterminationssignalen bekannt, die die Freisetzung der RNA und die Dissoziation des 
Transkriptionskomplexes verursachen. Klasse I-Signale zeichnen sich durch die Formation 
einer stabilen G/C-reichen Haarnadelschleife stromaufwärts des Terminationspunktes der ent-
stehenden RNA aus [Hartvig und Christiansen, 1996; Macdonald et al., 1994], wodurch sie 
intrinsischen, Rho-unabhängigen Terminatoren der E. coli RNAP ähneln. Tatsächlich konnte 
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in der Vergangenheit gezeigt werden, dass einige bakterielle Terminationssignale ebenfalls die 
T7-RNAP terminieren [Christiansen, 1988; Jeng et al., 1990; Jeng et al., 1992; Macdonald et 
al., 1994; Steen et al., 1986; Young, 1979]. Klasse II-Signale kodieren nicht für RNAs mit 
einer konsistenten Sekundärstruktur, sondern weisen eine konservierte 8 bp-Sequenz (Py-
ATCTGTT im nicht-template Strang) auf, die zum Pausieren bzw. zur Termination der T7-
RNAP 7-8 bp stromabwärts dieses Elementes führt [He et al., 1998; Lyakhov et al., 1998; 
Macdonald et al., 1994]. Es wird angenommen, dass es durch Klasse II-Sequenz-vermittelte 
Interaktionen mit der Polymerase zu konformationellen Änderungen im Enzym kommt, die 
schließlich zur Dissoziation führen [Lyakhov et al., 1998; Mukherjee et al., 2003; Song und 
Kang, 2001].  
Im Menschen, Seeigel und Drosophila wurden mitochondriale Proteine identifiziert, die zur 
Termination der Transkription des Gens für die große rRNA-Untereinheit führen [Kruse et al., 
1989; Loguercio Polosa et al., 1999; Roberti et al., 2003]. Zudem konnte für den humanen 
Terminationsfaktor (mTERF) und das homologe Protein aus Drosophila (DmTTF) ein stimu-
lierender Einfluss auf die mitochondriale Transkriptionsinitiation gezeigt werden [Martin et 
al., 2005; Roberti et al., 2006]. Martin et al. [2005] nehmen an, dass die simultane Bindung 
von mTERF an die Transkriptionsterminations- und initiationsorte zu einer Schleifenbildung 
in der DNA führt, welche ein Recycling der Transkriptionsmaschinerie ermöglicht. 
Eine große Anzahl möglicher homologer Proteine dieser Terminationsfaktoren konnte eben-
falls in Pflanzen identifiziert werden [Linder et al., 2005]. In Arabidopsis und Reis ergab die 
in silico Analyse 33 bzw. 27 Gene, die für potentielle Terminationsfaktoren mit einer vorher-
gesagten organellären Lokalisierung kodieren [Linder et al., 2005]. Kürzlich konnte ein ent-
ferntes homologes Protein zu mTERF in Chlamydomonas charakterisiert werden. Das als 
Moc1 bezeichnete Protein weist eine mitochondriale Lokalisierung auf und verursacht in Ab-
wesenheit einen lichtsensitiven Phänotyp sowie ein abweichendes Muster mitochondrialer 
Transkripte [Schönfeld et al., 2004]. Die genaue Rolle dieser Proteine ist jedoch bislang un-
bekannt. Es ist eine Funktion in der Termination multipler Transkriptionseinheiten, aber auch 
eine mögliche Rolle in der Transkriptionsinitiation denkbar. 
 
Obwohl auch in den Plastiden vor allem posttranskriptionelle Vorgänge die Genexpression zu 
beeinflussen scheinen [Barkan und Goldschmidt-Clermont, 2000; Deng und Gruissem, 1987; 
Monde et al., 2000; Stern et al., 1997], konnte gezeigt werden, dass sich die plastidäre 
Transkription in Abhängigkeit unterschiedlicher Plastidentypen, -entwicklungsstadien und 
Lichtbedingungen signifikant ändert [Emanuel et al., 2004; Link, 1996; Mayfield et al., 1995; 
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Mullet, 1993; Rapp et al., 1992; Zoschke et al., 2007]. So ist in einem frühen lichtinduzierten 
Plastidenentwicklungsstadium ein deutlicher Anstieg der Expression plastidärkodierter Gene 
zu beobachten. Darüber hinaus konnte eine Lichtabhängigkeit der plastidären Transkription in 
ergrünenden und reifen Blättern gezeigt werden [Baena-Gonzalez et al., 2001; Baumgartner et 
al., 1993; Chun et al., 2001; DuBell und Mullet, 1995; Greenberg et al., 1989; Hoffer und 
Christopher, 1997; Nakamura et al., 2003; Satoh et al., 1999; Schrubar et al., 1990; Shiina et 
al., 1998]. Es wird angenommen, dass die Regulation der plastidären Genexpression auf 
transkriptioneller Ebene vor allem durch die Interaktion diffentiell exprimierter kernkodierter 
Spezifitätsfaktoren (vgl. Kap. 1.2.4) mit den plastidären RNAPs erfolgt [Übersicht in Liere 
und Börner, 2007]. In Übereinstimmung mit einer prominenten Rolle der PEP in 
photosynthetisch-aktiven Plastiden werden die viele Sigmafaktoren lichtabhängig exprimiert 
[Übersicht in Liere und Börner, 2007]. Darüber hinaus konnte eine differentielle Expression 
dieser Spezifitätsfaktoren in verschiedenen Plastidenentwicklungsstadien gezeigt werden 
[Übersicht in Liere und Börner, 2007]. Ein weiterer wichtiger Mechanismus der Regulation 
der transkriptionellen Aktivität der PEP wird der redoxabhängigen Phosphorylierung des 
Enzyms sowie der Sigmafaktoren durch eine plastidäre CK2-Typ Kinase zugeschrieben 
[Baginsky et al., 1997; Christopher et al., 1997; Ogrzewalla et al., 2002; Tiller und Link, 
1993]. 
Die Wahrnehmung unterschiedlicher Lichtqualitäten wird durch verschiedene Klassen pflanz-
licher Photorezeptoren vermittelt. Es wird angenommen, dass diese als Cryptochrome und 
Phytochrom A bezeichneten Proteine im Kern die Expression bestimmter Spezifitätsfaktoren 
hervorrufen, welche dann in den Plastiden zu einer Aktivierung von Photosynthesegenen füh-
ren [Chun et al., 2001; Thum et al., 2001]. Ein solcher durch mehrere Stressfaktoren und 
Blaulicht aktivierter Spezifitätsfaktor ist AthSig5, welcher die Expression des psbD-psbC-
Operons durch Bindung an den BLRP (blue light-responsive promoter) reguliert [Mochizuki 
et al., 2004; Nagashima et al., 2004; Tsunoyama et al., 2004; Tsunoyama et al., 2002]. 
 
Eine regulatorische Rolle in der plastidären Gentranskription wurde kürzlich der plastidären 
tRNAGlu zugeschrieben [Hanaoka et al., 2005]. Die Transkription dieser vom trnE-Gen ko-
dierten tRNA erfolgt durch die PEP, welche mit dem früh in der Chloroplastenentwicklung 
exprimierten Sigmafaktor Sig2 assoziiert ist. Elektrophoretische Mobilitätsassays deuten auf 
eine spezifische Bindung der tRNAGlu an rekombinantes RpoTp-Enzym hin [Hanaoka et al., 
2005]. Die Autoren zeigten darüber hinaus in in vitro-Transkriptionsexperimenten mit 
proplastidären Extrakten aus Arabidopsis eine Inhibition der wahrscheinlich von der NEP 
katalysierten Transkription des plastidären accD-Promotors bei Zugabe von tRNAGlu. Hanao-
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ka et al. postulieren daher einen durch die tRNAGlu vermittelten „switch“ von der kernkodier-
ten Phagentyp-RNAP zur plastidärkodierten Bakterientyp-RNAP während der Chloroplasten- 
und Blattentwicklung. 
 
Ein weiterer, übergeordneter Mechanismus der Regulation der organellären Genexpression 
auf Transkriptionsebene ist die Topologie der DNA. Bakterielle DNA liegt in einem negativ-
superhelikalen Zustand vor, der die DNA-Rekombination, Replikation, Transkription und 
Transposition begünstigt. Exogene Stimuli, wie osmotischer Stress oder Temperaturverände-
rungen beeinflussen die Superhelikalität der DNA [Übersicht in Rui und Tse-Dinh, 2003] wo-
durch impliziert wird, dass durch den Grad der DNA-Windung umweltbedingte Änderungen 
an die Transkriptionsmaschinerie weitergegeben werden. 
In Pflanzen existieren bislang nur wenige Daten über den Einfluss der DNA-Konformation 
auf die organelläre Genexpression. Es wird angenommen, dass die transkriptionelle Aktivität 
des Nukleoids während der Chloroplastenentwicklung aufgrund von morphologischen und 
molekularen Unterschieden variiert. In Mais konnte gezeigt werden, dass Änderungen in der 
DNA-Topologie in vitro die plastidäre Transkription beeinflussen [Stirdivant et al., 1985]. 
Darüber hinaus scheinen in Chlamydomonas Änderungen der Superhelikalität des plastidären 
Nukleoids mit circadianen Änderungen der Transkriptionsraten zu korrelieren [Salvador et al., 
1998]. Ein kürzlich in der Erbse identifiziertes abundantes 70-kD Protein, eine Sulfitreduktase 
(SiR), könnte in die Regulation der transkriptionellen Aktivität des Plastoms involviert sein 
[Sato et al., 2001; Sato et al., 2003]. Die Zugabe von rekombinanter SiR aus Mais führte in 
vitro zu einer reversiblen Kompaktierung isolierter Plastiden-Nukleoide, wodurch die 
transkriptionelle Aktivität des Nukleoids reprimiert wurde [Sekine et al., 2002]. Ein weiteres 
Protein mit einer cpDNA-kompaktierenden und replikationshemmenden Wirkung, das eine 
ähnliche Größe wie die SiR aufweist, wurde zudem in der Sojabohne gefunden [Cannon et al., 
1999]. 
Auch die Methylierung organellärer DNA wurde beschrieben, scheint jedoch in der Regulati-
on der Genexpression eher eine untergeordnete Rolle zu spielen [Gauly und Kössel, 1989; 
Hess et al., 1993; Isono et al., 1997; Kobayashi et al., 1990; Ngernprasirtsiri und Akazawa, 
1990; Ngernprasirtsiri et al., 1989; Šimková, 1998]. 
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1.2.6 Rollen der Phagentyp-RNA-Polymerasen in der organellären Gentranskription 
Die Annahme, dass organelläre Gene von mehreren verschiedenen RNA-Polymerasen transk-
ribiert werden, wirft die Frage auf, welche Funktion diesen Enzymen in der Genexpression 
zukommt. 
In den Plastiden wurde die entwicklungsabhängige Expression von Haushaltsgenen in 
Proplastiden und Photosynthesegenen in reifen Chloroplasten zunächst einer sequentiellen 
Transkription durch die NEP bzw. PEP zugeschrieben [DuBell und Mullet, 1995; Mullet, 
1993]. Neuere Daten deuten jedoch auf komplexere Regulationsmechanismen hin. Das Vor-
liegen von plastidären Genen mit ausschließlich NEP-Promotoren, wie z. B. das clpP- oder 
das rpoB-Gen, deren Expression zu allen Zeitpunkten der Plastidenentwicklung essentiell ist 
(vgl. Kap. 1.2.3.1), weist auf eine NEP-Aktivität in allen Plastidentypen hin. Umgekehrt er-
fordert beispielsweise die ausschließlich PEP-abhängige Transkription des wichtigen rrn-
Operons in Monokotyledonen die Anwesenheit dieser Polymerase auch in sehr frühen Plast-
idenentwicklungsstadien [Silhavy und Maliga, 1998; Silhavy und Maliga, 1998]. Es ist daher 
eher von einer parallelen Funktion beider Transkriptionssysteme auszugehen. 
Was macht jedoch das Vorliegen zweier Phagentyp-RNA-Polymerasen in den Mitochondrien 
und Plastiden dikotyler Pflanzen erforderlich? Unterschiedliche Funktionen von RpoTp und 
RpoTmp in den Plastiden bzw. RpoTm und RpoTmp in den Mitochondrien konnten bisher 
nicht nachgewiesen werden. Die vielversprechendsten Ansätze zur Aufklärung der Rollen 
dieser Enzyme in der organellären Gentranskription kommen derzeit aus der Analyse von 
RpoT-Deletions-und Überexpressionsmutanten. Eine Studie von Liere et al. [2004] an trans-
genen Tabakpflanzen, welche die RpoTp-cDNA überexprimieren, zeigte eine verstärkte 
Transkription bestimmter Typ I NEP-Promotoren, was eine RpoTp-abhängige Expression 
dieser Gene vermuten lässt. Eine veränderte Expression NEP-abhängiger Gene konnte eben-
falls bei einer Analyse der Arabidopsis SCABRA3-Mutante präsentiert werden, die eine T-
DNA-Insertion im RpoTp-Gen trägt [Hricová et al., 2006]. Darüber hinaus zeigte die Mutante 
eine große Anzahl verändert exprimierter Kerngene sowie schwerwiegende Defekte in der 
Chloroplastenentwicklung und Blattmorphogenese. 
Weitere Hinweise auf die Funktion der RpoTs lieferten Analysen entwicklungs- und gewebe-
abhängiger Expressionsmuster der Enzyme in Arabidopsis [Emanuel et al., 2006]. Emanuel et 
al. zeigten durch Detektion von steady state-Transkriptmengen eine überlappende Expression 
von RpoTm und RpoTmp in unterschiedlichen Geweben und in unterschiedlichen Entwick-
lungsstadien. Während RpoTm und RpoTmp-Transkripte vor allem in meristematischen und 
mitochondrienreichen Geweben wie der Wurzelspitze exprimiert wurden, zeigten RpoTp-
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Transkripte die größte Akkumulation in grünen Geweben. Die Autoren nehmen an, dass 
RpoTm und RpoTmp in den Mitochondrien verschiedene Promotoren erkennen. In den Plast-
iden grüner Gewebe scheint die Transkription vornehmlich durch RpoTp zu erfolgen, woge-
gen in nicht-grünen Geweben RpoTmp diese Funktion übernehmen könnte. 
Gegen eine Erkennung unterschiedlicher mitochondrialer Promotoren durch RpoTm und 
RpoTmp sprechen Studien von Baba et al. [2004]. In den untersuchten transgenen Arabi-
dopsislinien mit einer T-DNA-Insertion im RpoTmp-Gen, konnte keine signifikante Verände-
rung in der mitochondrialen Transkriptakkumulation beobachtet werden. Dagegen zeigten die 
Mutanten Abweichungen in der Abundanz plastidärer Transkripte und eine verzögerte Ergrü-
nung im Vergleich zum Wildtyp. Baba et al. [2004] gehen von einer Hauptrolle von RpoTmp 
in der Transkription plastidärer Gene in der frühen Keimlingsentwicklung aus. RpoTm und 
RpoTp wird eine Funktion in späteren Entwicklungsstadien zugeschrieben. Hricová et al. 
[2006] dagegen nehmen eine teilweise redundante Funktion der beiden plastidären RpoT-
Polymerasen in der Plastidenentwicklung an, da eine RpoTp/RpoTmp-Doppelmutation zur 
Letalität in einem sehr frühen Keimlingsstadium der Arabidopsismutanten führte. Primer ex-
tention-Analysen plastidärer Transkripte aus RpoTmp- und RpoTp-T-DNA-Insertionslinien 
aus Arabidopsis durch Courtois et al. [2007] deuten auf eine RpoTp-abhängige Expression der 
NEP-abhängigen Gene accD, rpoB und clpP, wogegen RpoTmp möglicherweise für die 
Transkription des rrn16-Pc-Promotors verantwortlich ist. Anders als Baba et al. [2004, s. o.] 
gehen die Autoren davon aus, dass es sich bei RpoTp um die prinzipielle RNAP in den Plast-
iden handelt und RpoTmp die spezifische Transkription des rrn-Operons übernimmt. Trotz 
der zumeist indirekten Nachweise und zum Teil widersprüchlichen Beobachtungen zur Funk-
tion der RpoTs in den Plastiden und Mitochondrien kann diesen Polymerasen wohl klar eine 
Rolle in der organellären Transkription zugeschrieben werden. Die Bestimmung dezidierter 
Funktionen bedarf allerdings noch weiterer Untersuchungen.  
Im Menschen und vermutlich auch in der Hefe erfüllt die mitochondriale RNA-Polymerase 
neben der Gentranskription zudem die Funktion als Primase in der Replikation der mtDNA 
[Shadel und Clayton, 1997; Tracy und Stern, 1995]. Ob den pflanzlichen RpoTs möglicher-
weise eine ähnliche Rolle zukommt, bleibt ebenfalls aufzuklären. 
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit 
Trotz der generellen Annahme, dass es sich bei den kernkodierten RpoT-Genprodukten um 
katalytische Komponenten der organellären Genexpression handelt, ist die genaue Rolle der 
drei in Arabidopsis thaliana identifizierten Phagentyp-RNA-Polymerasen weitestgehend un-
bekannt. Zwar konnte durch in vivo-Importstudien eine Lokalisierung von RpoTm in den Mi-
tochondrien, RpoTp in den Plastiden und RpoTmp in beiden Organellen gezeigt werden, doch 
fehlt bislang der direkte Nachweis einer tatsächlichen Beteiligung dieser Enzyme an der orga-
nellären Genexpression. Es wird zudem angenommen, dass RpoT-spezifische Kofaktoren die 
Transkription stimulieren oder eine Promotorerkennung erst ermöglichen. Versuche, entspre-
chende Faktoren aus höheren Pflanzen zu identifizieren, waren bislang jedoch erfolglos. 
Zur Charakterisierung der RpoT-RNA-Polymerasen aus Arabidopsis sollte daher mit hetero-
log exprimierten Enzymen und Organellenpromotoren ein in vitro-Transkriptionssystem ent-
wickelt werden. Eine Voraussetzung hierfür war die kürzlich erfolgte Kartierung zahlreicher 
Transkriptionsinitiationsorte im mitochondrialen und plastidären Genom von Arabidopsis 
thaliana. Das in vitro-System sollte eine vergleichende Analyse der transkriptionellen Eigen-
schaften der Phagentyp-RNA-Polymerasen RpoTm, RpoTmp und RpoTp und gleichzeitig 
eine Bestätigung in vivo detektierter Transkriptionsinitiationsorte ermöglichen. Hierbei sollten 
den RpoTs durch eventuelle Unterschiede in der Promotornutzung spezifische Funktionen in 
der organellären Genexpression zugeordnet werden. 
Über die Mechanismen, welche die Transkriptionsraten der RpoTs in vivo regulieren, ist we-
nig bekannt. Einige Hinweise deuten auf eine Regulation durch verschiedene Promotorstärken 
und übergeordnete Faktoren, wie die DNA-Konformation hin. Es sollten daher cis-
regulatorische Sequenzelemente, die möglicherweise die Promotorstärke in vivo beeinflussen 
durch Mutageneseexperimente charakterisiert, sowie der Einfluss der DNA-Konformation 
untersucht werden. 
Darüber hinaus sollten mit Hilfe des in vitro-Systems weitere Komponenten der organellären 
Transkriptionsapparate wie z. B. potentielle Regulations- und Transkriptionsfaktoren der 
RpoT-Enzyme auf eine Funktion überprüft werden. Als mögliche Faktoren sollten z. B. in 
silico identifizierte Proteine, die aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu essentiellen Transkriptionsfak-
toren der mitochondrialen RNAPs, aus der Hefe und dem Menschen, als aussichtsreiche Kan-
didaten angesehen wurden, analysiert werden. Es handelt sich hierbei um pflanzliche Homo-
loge der bifunktionalen mtTFB-Proteine, die zur Klasse der RNA-Dimethyltransferasen 
gehören. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Roth, Sigma, MP Bio-
medicals, Serva oder Becton Dickinson bezogen, Radiochemikalien von der Firma Amersham 
Buchler. Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden in Reinstwasser (USF Purelab Plus Sys-
tem) angesetzt und gegebenenfalls zur Sterilisierung bei 212°C und 55 kPa für 20 min au-
toklaviert, bzw. bei Hitzeempfindlichkeit der Bestandteile, steril filtriert. Alle weiteren Mate-
rialien sowie Zusammensetzungen von Puffern und Lösungen sind an entsprechender Stelle in 
den nachfolgenden Abschnitten angegeben. 
2.1.1 Bakterienstämme 
Die für die Transformation von Ligationsprodukten (Kap. 2.2.3.6) und Expression rekombi-
nanter Proteine (Kap. 2.2.5.1) verwendeten Bakterienstämme sind in der nachfolgenden Ta-
belle zusammengefasst: 
Tabelle 1: Eingesetzte E. coli-Stämme und deren Verwendung. Genotypen nach Angaben der Herstel-
lerfirmen. 
Name Genotyp Verwendung Anbieter 
Top 10 
F–, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 
φ80lacZΔM15, ΔlacX74, deoR, recA1, 
araD139,Δ(ara, leu)7697, galU, galK, 
rpsL(strr), endA1, nupG 
Transformation von Ligations-
produkten, Retransformation Invitrogen 
BL21 Codon 
Plus RIL 
F– ompT hsdS (rB– mB–) dcm+ Tetr gal 
endA Hte [argU ileY leuW Camr] 
Expression rekombinanter Pro-
teine Stratagene 
BL21 PRO ompT, hsdSB(rB
– mB–), gal, dcm, F–, Tetr, 
Placiq/laci, Spr 
Expression rekombinanter Pro-
teine Clontech 
 
2.1.2 Pflanzenmaterial 
Arabidopsis thaliana (Ökotyp Columbia) 
Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana 
Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana; plastidäre Mutanten SR7 und SR8: Integriertes nptII-
Gen unter Kontrolle des mitochondrialen PatpA-Promotors aus Oenothera berteriana [Bohne 
et al., 2007]. 
2.1.3 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma oder Eurogentec bezogen. 
Die Reinigung von Oligonukleotiden, die als Starteroligonukleotide in die PCR (Kap. 2.2.3.3) 
eingesetzt wurden, erfolgte durch Entsalzung, die von Oligonukleotiden, die zur direkten In-
sertion kurzer Sequenzen in Plasmide eingesetzt wurden, durch HPLC. Schmelztemperaturen 
der Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Programms oligo calculator 
(http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html) berechnet. Die Sequenzen der eingesetzten Oli-
gonukleotide sind in den entsprechenden Kaptiteln angegeben. 
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2.1.4 Computerprogramme 
Zur Planung von Klonierungen, Erstellung von Plasmidkarten und zur Ermittlung geeigneter 
Starteroligonukleotide für die PCR wurden die Programme Gene Construction Kit v 2.5.13 
der Firma TEXTCO und Primer 3 v 0.4.0 [http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi, Rozen und Skaletsky, 2000] verwendet. Die Detektion und 
Analyse radioaktiver Signale erfolgte mit Hilfe des Programms Quantity One v 4.6.2 (Bio-
Rad). Zur Datenbankrecherche und Homologiesuche in öffentlichen Sequenzdatenbanken am 
National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) wurde 
der BLAST-Algorithmus, [Blast v 2.2.16, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Altschul et 
al., 1997; Altschul et al., 1990] eingesetzt. Physikochemische Parameter von Proteinen wur-
den mit Hilfe des Programms ProtParam [http://expasy.org/tools/protparam.html, Altschul et 
al., 1997] abgeleitet. Multiple Sequenzvergleiche erfolgten unter Verwendung des Programms 
Multalin v 5.4.1 [http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html, Corpet, 
1988]. Die Text- und Bildbearbeitung erfolgte mit gängigen Programmen der Firma Micro-
soft. 
2.1.5 Anbieter 
Applied Biosystems Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Ambion Ambion Inc., Austin, USA
Amersham Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland 
Amersham Biosciences  Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
Amersham Pharmacia Biotech Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 
Becton Dickinson Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Biometra Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland
BioRad Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
Biozym Biozym Diagnostik GmbH, Hameln, Deutschland
Calbiochem Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Clontech Clontech Laboratories, Heidelberg, Deutschland
DuPont DuPont de Nemours GmbH, Bad Homburg, Deutschland 
Epicentre Epicentre Biotechnologies, Madison, USA
Eurogentec Eurogentec, Seraing, Belgien
Fermentas Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
Heraeus Heraeus, Hanau, Deutschland
Invitrogen Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Labnet Labnet International Inc., Edison, USA
Macherey-Nagel Macherey-Nagel, Düren, Deutschland
Millipore Millipore Corp., Bedford, USA
MP Biomedicals MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland
Pierce Pierce, Rockford, USA
PeqLab PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
Promega Promega Corp., Madison, USA
QIAGEN QIAGEN, Hilden, Deutschland
Retsch Retsch GmbH, Haan, Deutschland
Roche Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
2 MATERIAL UND METHODEN            43 
Roth C. Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Sartorius Sartorius AG, Göttingen, Deutschland
Serva Serva Feinbiochemika, Heidelberg, Deutschland
Sigma Sigma Chemical Company, St. Luis, USA
Stratagene Stratagene, La Jolla, CA, USA
TaKaRa TaKaRa Bio Europe S.A.S., Saint-germain-en-laye, Frankreich 
TosoHaas TosoHaas GmbH, Stuttgart, Deutschland
USF USF, Seral Reinstwassersysteme GmbH, Deutschland 
Whatman Whatman Paper, Maidstone, England
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Pflanzenanzucht 
Die Anzucht von Arabidopsis thaliana erfolgte wie beschrieben in [Emanuel et al., 2006], die 
von Nicotiana tabacum wie in [Bohne et al., 2007]. Zur Aussaat von Arabidopsis-Samen auf 
zuckerhaltigen SEA-Platten wurden die Samen zuvor für 2 min mit 70% Ethanol, für 15 min 
mit 5%iger Natriumhypochlorid /1% SDS-Lösung und 5 x für 1 min mit Reinstwasser gewa-
schen. 
 
2.2.2 Anzucht von Escherichia coli-Kulturen 
Die Vervielfältigung rekombinanter Plasmide erfolgte in E. coli Top10 (Invitrogen). Die Zel-
len wurden der plasmidkodierten Resistenz entsprechend in LB-(Agar)-Selektionsmedium 
unter Standardbedingungen angezogen [Sambrook und Russell, 2001]. Die Kultivierung von 
E. coli zur Expression rekombinanter Proteine erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.1.2. 
 
2.2.3 Nukleinsäuren 
2.2.3.1 Isolierung von Nukleinsäuren 
2.2.3.1.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus Arabidopsis  
Die Isolierung von Gesamt-DNA aus Arabidopsis Blattmaterial erfolgte mit Hilfe der CTAB-
Methode [Murray und Thompson, 1980]. 
 
2.2.3.1.2 Plasmidisolierung aus E. coli 
Kleinpräparationen von Plasmid-DNA wurden durch alkalische Lyse der Bakterien gemäß 
dem bei Sambrook und Russell [2001] beschriebenen Protokoll durchgeführt. Großpräparati-
onen erfolgten unter Zuhilfenahme des Plasmid Midi Kits (QIAGEN) nach Anweisung des 
Herstellers. 
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2.2.3.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA und Chloroplasten-RNA aus Arabidopsis und Tabak 
Gesamt-RNA aus Arabidopsis und Tabak Blattmaterial wurde mittels Trizol (Invitrogen) ge-
mäß den Angaben des Herstellers extrahiert. Das erhaltene RNA-Pellet wurde mit 70%igem 
Ethanol gewaschen und in Reinstwasser resuspendiert. Anschließend wurde die RNA DNaseI 
(Roche) behandelt und mit Hilfe des NucleoSpin RNAII Kits (Macherey-Nagel) nach Angaben 
des Herstellers aufgereinigt. 
Zur Präparation von Chloroplasten-RNA aus Tabak wurden zunächst Chloroplasten isoliert 
(Kap. 2.2.4). Aus den erhaltenen intakten Chloroplasten wurde die RNA mit Trizol (Invitro-
gen) nach Angaben des Herstellers extrahiert. Die Analyse präparierter RNAs erfolgte wie 
beschrieben unter Kap. 2.2.3.2.2. 
 
2.2.3.1.4 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen 
Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgte über die Messung der 
Absorption bei 260 nm mittels eines UV-Spektrophotometers (GeneQuant II Photometer, 
Amersham Biosciences). Hierbei entspricht einer Absorption von OD260= 1 bei einer 
Schichtdicke von 1 cm etwa 50 µg/ml doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg/ml RNA, wobei der 
Quotient der Absorption bei 260 und 280 nm als Maß für die Reinheit der Lösung diente. 
 
2.2.3.2 Elektrophorese von Nukleinsäuren 
2.2.3.2.1 Agarosegelelektrophorese von DNA 
Zur analytischen und präparativen Auftrennung wurden die DNA-Proben mit 1/10 Volumen 
DNA-Ladepuffer (50% (v/v) Glycerin; 1 mM EDTA; 0,005% (w/v) Bromphenolblau; 0,005% 
(w/v) Xylencyanol) versetzt und auf 0,8-1,5%igen Agarosegelen mit 0,2 µg/ml Ethidiumbro-
mid in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris; 20 mM Eisessig; 1 mM EDTA) aufgetrennt. Zur effekti-
ven Analyse von 5’-RACE-Produkten wurden Gele mit 1% Agarose (Biozym) und 2% Nusie-
ve Agarose (Biozym) verwendet. Parallel zu den Proben wurde ein 100 bp- bzw. 1 kb-DNA-
Molekulargewichtsmarker (Promega) aufgetragen. Die DNA wurde bei einer Spannung von 
5-10 V/cm in einer horizontalen Elektrophoresekammer (PerfectBlue Gelsystem Mini S oder 
Mini M, Peqlab) in 1 x TAE-Laufpuffer aufgetrennt. Anschließend wurde die DNA durch UV-
Transillumination (Gel Doc XR System, BioRad) visualisiert. DNA Moleküle aus präparativen 
Agarosegelen wurden ausgeschnitten und mittels QIAquick spin columns (QIAGEN) gerei-
nigt. 
 
2.2.3.2.2 Agarosegelelektrophorese von RNA 
Zur Qualitätskontrolle wurde jeweils 1 µg präparierte RNA (Kap. 2.2.3.1.3) auf 1%igen 
Agarosegelen analysiert. Hierzu wurde 1% (w/v) Agarose (Biozym) in 1 x MEN geschmolzen 
und nach Abkühlen der Lösung auf ca. 60°C 1/40 des endgültigen Gelvolumens Formaldehyd 
zugegeben. Die RNAs wurden mit 2 x RNA Ladepuffer (50% (v/v) Formamid; 17,5% (v/v) 
Formaldehyd; 20% Glycerin, 1,25 mM EDTA pH 8,0; 1,27 mM Ethidiumbromid; 0,2% (w/v) 
Bromphenolblau; 0,2% (w/v) Xylencyanol; in 1 x MEN) versetzt und vor der Beladung des 
Gels für 5 min bei 65°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde in 1 x MEN-Laufpuffer (20 
mM MOPS; 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA) bei 8 V/cm in einer horizontalen 
Elektrophoresekammer (PerfectBlue Gelsystem Mini S, Peqlab) durchgeführt. Aufgetrennte 
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RNA-Moleküle wurden durch UV-Transillumination (Gel Doc XR System, BioRad) 
visualisiert. 
 
2.2.3.2.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von RNA 
Die Auftrennung in vitro synthetisierter RNA-Transkripte (Kap. 2.2.7.3) erfolgte in 4%igen 
denaturierenden Polyacrylamidgelen mit Hilfe einer Sequenzgel-Elektrophoresekammer (Mo-
del S2 Sequenzgel Elektrophorese Apparatur, Biometra GmbH). Zur Generierung eines radio-
aktiv-markierten RNA-Längenstandards wurde das RNA Century Marker Template Plus (Am-
bion) sowie der MAXIscript Kit der Firma Ambion nach Angaben der Hersteller verwendet. 
Der Marker wurde parallel zu den RNA-Proben aufgetragen. Nach einem 20-minütigen Gel-
Vorlauf wurden die in Formamidladepuffer gelösten, denaturierten Proben in 0,6 x TBE-
Laufpuffer bei 55 W für ca. zwei Stunden aufgetrennt. Die Gele wurden anschließend auf 
Whatman 3MM Papier transferiert, auf einem Model 583 Geltrockner (BioRad) getrocknet 
und der Autoradiographie in einem Phosphoimager (Molecular Imager FX, BioRad) unterzo-
gen. 
Die Analyse von in vitro-Transkriptionsprodukten von aufgeschmolzenen Promotoren (Kap. 
2.2.7.1.2) erfolgte in 20%igen Polyacrylamidgelen, sonst wie oben beschrieben. 
Die Analyse in vitro-synthetisierter tRNAs (Kap. 2.2.7.2) erfolgte in 10%igen denaturierenden 
Polyacrylamidgelen unter Verwendung des Mighty Small II Vertical-Elektrophoresesystems 
(Hoefer) bei einer Spannung von 150 V. Die aufgetrennten RNAs wurden mit Ethidiumbro-
mid nachgefärbt und durch UV-Transillumination (Gel Doc XR System, BioRad) visualisiert. 
 
1 x TBE: 90 mM Tris; 90 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA 
Gelzusammensetzung: 7 M Harnstoff; 4-20% Acrylamid (Gel 40, Roth) in 1,2 x TBE 
2 x Formamidladepuffer 98% (v/v) deionisiertes Formamid; 2 mM EDTA; 0,02% (w/v) Bromphe-
nolblau; 0,02% (w/v) Xylencyanol 
 
2.2.3.2.4 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von DNA 
Zur Kontrolle der Effizienz des unter Kap. 2.2.7.1.2 beschriebenen primer annealings wurde 
1 µg der hybridisierten Oligonukleotide parallel zu einzelsträngigen Oligonukleotiden auf 
nativen 15%igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte unter Verwen-
dung des Mighty Small II Vertical-Elektrophoresesystems (Hoefer) für ca. 2 h bei einer Span-
nung von 150-200 V in 0,6 x TBE. Das Gel wurde mit Ethidiumbromid nachgefärbt und 
durch UV-Transillumination (Gel Doc XR System, BioRad) visualisiert. 
RNA/Protein-Komplexe (Kap. 2.2.6.2) wurden durch native PAGE in 5%igen Gelen bei 4°C 
in einer Protean II xi-Elektrophoreseeinheit (BioRad) in 0,5 x TBE (Kap. 2.2.3.2.4) aufge-
trennt. Vor der Beladung des Gels erfolgte ein Vorlauf bei 200 V für 1-1,5 h. Die Auftrennung 
der Komplexe wurde für 4-6 h bei 15 mA/Gel durchgeführt. Das Trocknen der Gele sowie die 
Detektion radioaktiver Signale erfolgten wie beschrieben unter Kap. 2.2.3.2.3. 
 
 
1 x TBE: 90 mM Tris; 90 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA 
Gelzusammensetzung: 5 oder 15% Acrylamid (Gel 40, Roth) in 0,5 x TBE 
2 x Ladepuffer: 0,6 M Tris/HCl pH 6,8; 50% (v/v) Glycerol; 0,4% (w/v) Bromphenolblau 
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2.2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen aus genomischer oder Plasmid-DNA wurde Taq-
DNA-Polymerase (QIAGEN) im mitgelieferten Puffer sowie 200 µM dNTPs und jeweils 10 
pmol Starteroligonukleotide in einem 50 µl Reaktionsansatz nach Anweisungen des Herstel-
lers eingesetzt. Die angebotene DNA-Menge variierte zwischen 1 ng (Plasmid-DNA) und 100 
ng (genomische DNA). Nach einem zweiminütigen Denaturierungsschritt bei 94°C wurden 
30-40 Zyklen durchgeführt, wobei die Denaturierung bei 94°C (30 sec), die Bindung bei 50-
65°C (30 sec) und die Synthese bei 72°C (1 min /kb) erfolgte. Um das Vorhandensein evtl. 
unvollständiger Amplifikationsprodukte zu minimieren, schloss sich ein weiterer Elongati-
onsschritt bei 72°C für 10 min an. Die PCR wurde in einem Peltier Thermal Cycler PTC-200 
(Biozym) durchgeführt. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch Agarosegelelektropho-
rese (Kap. 2.2.3.2.1). 
 
2.2.3.4 cDNA-Synthese und RT-PCR 
Die cDNA-Synthese aus 2,5-5 µg DNaseI-verdauter Gesamt-RNA (Kap. 2.2.3.1.3) erfolgte 
unter Verwendung des Omniscript RT kits (QIAGEN) und 250 nmol Zufalls-Hexamer-
Oligonukleotiden (Fermentas) nach Anweisung des Herstellers für 2 h bei 42°C. 
Für die Amplifikation proteinkodierender Sequenzen aus cDNA wurde Pfu DNA-Polymerase 
(Promega) verwendet. Die 50 µl-PCR-Ansätze enthielten 2,5 U DNA-Polymerase, jeweils 10 
pmol des Vorwärts- und Revers-Oligonukleotids, 10 µmol dNTPs und 0,5 µl der cDNA-
Synthesereaktion im entsprechenden Puffer. Die Amplifizierungsbedingungen waren wie be-
schrieben unter Kap. 2.2.3.3 mit einer Synthesezeit (72°C) von 2 min pro 1 kb Amplikonlän-
ge. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (Kap. 2.2.3.2.1). 
 
2.2.3.5 Klonierung 
Standardmethoden zur DNA-Manipulation wie Restriktionsspaltungen, Dephosphorylierung 
von DNA-Fragmenten mittels Alkalischer Phosphatase und Ligation von DNA-Fragmenten 
mittels T4-DNA-Ligase erfolgten nach den bei Sambrook und Russell [2001] beschrieben 
Methoden. Restriktasen, Alkalische Phosphatase und T4 DNA-Ligase wurden von der Firma 
Fermentas bezogen. Zur direkten Klonierung von PCR-Produkten in den pDrive-Vektor kam 
der PCR Cloning kit (QIAGEN) nach Anweisung des Herstellers zum Einsatz. 
 
2.2.3.6 Transformation von E. coli 
Die Transformation chemisch kompetenter E. coli TOP 10 Zellen (Kap. 2.1.1) mit Ligati-
onsprodukten oder Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook und Russell 
[2001]. Die Transformation elektrokompetenter BL21 Ril Plus bzw. BL21PRO-Zellen mit 
Vektoren für die Proteinexpression wurde nach der Methode von Dower et al. [1988] mittels 
eines Gene Pulser-Elektroporationsgerätes (BioRad) durchgeführt. Die anschließende Selek-
tion transformierter Zellen erfolgte auf LB-Agar-Platten, mit dem der plasmidkodierten Resis-
tenz entsprechenden Antibiotikum. Gegebenenfalls wurde zur Selektion von TOP10-Zellen 
den LB-Agar-Platten X-Gal (40 µg/ml) für eine Blau-Weiß-Selektion zugesetzt. 
2.2.3.7 Sequenzierung 
Zur Sequenzierung von DNA wurde der ABI PRISM™ Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben eingesetzt. Der Reaktions-
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ansatz enthielt 300-400 ng Plasmid-DNA bzw. 15-40 ng PCR-Produkt und 10 pmol des ent-
sprechenden Starteroligonukleotids (Tabelle 2:). Die Sequenzreaktion, die Produktaufreini-
gung und –analyse mittels eines automatischen ABI 3130XL DNA-Sequenzierers wurden von 
Dr. Martin Meixner (DLMBC, Rüdersdorf) durchgeführt. Nachfolgend aufgelistete Oligo-
nukleotide wurden in die Sequenzierung eingesetzt: 
 
Tabelle 2: Zur Sequenzierung verwendete Oligonukleotide. 
Name Sequenz (5’→ 3’) Target 
M13-seq-Fw ACGACGTTGTAAAACGACGG pDrive, pKL23 
M13-seq-Rev TTCACACAGGAAACAGCTATGAC pDrive, pKL23 
pPROTet-seqFw TCATTAAAGAGGAGAAAGGTACCC pPROTet.E 
pPROTet-seqRev CCATGGGTACCTTTCTCCTCT pPROTet.E 
pBAD-rev GATTTAATCTGTATCAGG pBAD/Thio-TOPO 
pCOLD-fw CACGCCATATCGCCGAAAGG pCOLD 
pCOLD-rev TGGCAGGGATCTTAGATTCTG pCOLD 
RpoT1-522R AACCAGCCTAGAAACAAAGAC AtRpoTm 
AtRpoTm-1423FW GTGGACAGAATCTGGGCTAATG AtRpoTm 
AtRpoTm-2424Rev TGCAGCTTCAAACATCTCTTCC AtRpoTm 
RpoT1-2400 AAGCTGCAAGAGCTATCAAG AtRpoTm 
AtRpoTm335FW AGCTAGGCTTGCAGCTATACCG AtRpoTm 
AtRpoTmp-813FW ACTGGTGGTGATAACGGTTGTG AtRpoTmp 
T2-850F AATGATCTGCCTGATGTCC AtRpoTmp 
T2-1830F TGATTTGTGTCGGGGTG AtRpoTmp 
RpoT2-621R GCAGATTAGGCGCAAGC AtRpoTmp 
RpoT2-2560 TTTGGTGAATGTGCGAAG AtRpoTmp 
RpoT3-760R GACATAACCAAACCCATCATC AtRpoTp 
RpoT3-2560F CTCTTGGGCTTCCTGTTG AtRpoTp 
Ara1M(RpoT3) CATCAGCTGGTTTTTCTCCTG AtRpoTp 
AtRpoTp-396FW TGCTTTGTTTCTCAAGGGTTTG AtRpoTp 
AtRpoTp-954FW TCGAAGGAAAAGGATTATTGACG AtRpoTp 
AtRpoTp-1528FW GATGTTCCCATACCCGAAAAAC AtRpoTp 
 
2.2.3.8 5’-RACE Analyse in vivo und in vitro synthetisierter RNA-Transkripte 
Die Bestimmung von 5’-Enden in vivo synthetisierter Transkripte aus Chloroplasten-RNA 
(Kap. 2.2.3.1.3) transformierter Tabak-Pflanzen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll 
von Bensing et al. [1996]. Es wurde eine 5’-RACE-Technik mit einer TAP-(tobacco acid 
pyrophosphatase) Behandlung kombiniert wie beschrieben bei Kühn et al. [2005]. Zunächst 
wurden die 5’-Triphosphate primärer RNA-Transkripte durch Behandlung von 5 µg cpRNA 
mit 10 U TAP (Epicentre Biotechnologies) für 1 h bei 37°C in Anwesenheit von 40 U RNase-
Inhibitor (Fermentas) in Monophosphate umgewandelt. Als Kontrollen fungierten identische 
Ansätze ohne TAP. Die RNA wurde anschließend einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Extraktion (25:24:1) unterzogen, aus der wässrigen Phase durch die Zugabe von Ethanol/3 M 
Natriumacetat pH 5,2 (30:1) gefällt und in Reinstwasser gelöst. Es folgte die Ligation eines 
RNA-Linkers [5’-GAUAUGCGCGAAUUCCUGUAGAACGAACACUAGAAGAAA-3’, 
Argaman et al., 2001] an die 5’-Enden der Transkripte. Hierzu wurde die RNA für 1 h bei 37 
°C in Anwesenheit von 10 pmol des 5’-RNA-Linkers, 50 U T4 RNA Ligase (Epicentre 
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Biotechnologies), 1 mM ATP und 80 U RNase-Inhibitor (Fermentas) im entsprechenden 
Puffer inkubiert. Kontrollreaktionen wurden ohne den RNA-Linker angesetzt. Nachfolgend 
wurde die RNA wie oben beschrieben einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion 
und Ethanolpräzipitation unterworfen. Die RNA wurde in H2O gelöst und unter Verwendung 
des Omniscript RT kits (QIAGEN) und des nptII-spezifischen Oligonukleotids Pa nach 
Angaben des Herstellers für 2 h bei 42°C revers transkribiert. Die Produkte der reversen 
Transkription (RT) wurden in einer ersten PCR mit dem Linker-spezifischen Oligonukleotid 
P1a und dem genspezifischen reversen Oligonukleotid Pb amplifiziert. In den 25 µl PCR-
Ansatz wurden 4 µl der RT-Reaktion, jeweils 5 pmol Primer, 200 µM dNTPs und 0,5 U Taq 
DNA-Polymerase (QIAGEN) im entsprechenden Puffer eingesetzt. Die Amplifikation 
beinhaltete einen initialen Denaturierungsschritt bei 94°C für 2 min gefolgt von 35 Zyklen 
von 95°C für 20 sec, 58°C für 20 sec, 72°C für 2 min und einem finalen Elongationsschritt bei 
72°C für 10 min. 1 µl der ersten PCR wurde nun als template in eine zweite PCR eingesetzt, 
die prinzipiell wie die erste durchgeführt wurde. In den 50 µl Reaktionsansatz wurden jeweils 
10 pmol der Primer P1a und Pc eingesetzt. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide 
sind der Tabelle 3: zu entnehmen. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese 
(Kap. 2.2.3.2.1) analysiert, aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und in den pDrive-Vektor 
(QIAGEN) ligiert (Kap. 2.2.3.5). Die Ligationsprodukte wurden in E. coli transformiert (Kap. 
2.2.3.6), Plasmid-tragende Bakterienklone durch Blau-Weiß-Selektion und die erhaltene 
Antibiotikaresistenz identifiziert und der Firma DLMBC zur in vitro-Replikation und 
Sequenzierung mit M13-seq-Rev Primern übergeben (Kap. 2.2.3.7). 
 
Tabelle 3: Zur 5’-RACE-Analyse in vivo synthetisierter Transkripte verwendete Oligonukleotide. 
Oligonukleotid Sequenz (5’→ 3’) Verwendung 
Pa CTGTTGTGCCCAGTCATAG RT 
Pb ATAGTTTGTGGAGAATTTCGCTTCC 1. PCR 
Pc CTGTGTTAAGCATAGGGCCTAACTAGC 2. PCR 
P1a CGAATTCCTGTAGAACGAACACTAGAAG 1./2. PCR 
 
 
Zur Bestimmung von Transkriptionsinitiationsorten in vitro synthetisierter RNAs wurden die 
Transkriptionsassays wie unter Kap. 2.2.7.3 beschrieben durchgeführt, jedoch mit jeweils 400 
µM ATP, GTP, CTP und UTP sowie ohne den Zusatz von radioaktiv-markiertem UTP. Nach 
der Aufreinigung wurde die RNA in Wasser gelöst, einer TAP-Behandlung und 5’-RACE-
Analyse unterzogen, wobei jeweils lediglich 1/10 der oben beschriebenen Reaktionsvolumia 
für die TAP- und Ligationsreaktionen verwendet wurde. Zusätzlich wurde ein neuer RNA-
Linker (5’-GUGAUCCAACCGACGCGACAAGCUAAUGCAAGANNN-3’) verwendet, der 
zur besseren statistischen Auswertbarkeit der PCR-Produkte am 3’-Ende drei zufällig synthe-
tisierte Nukleotide aufwies. Parallel zu den ligierten Transkripten (+L) wurden nicht-ligierte 
Transkripte (-L) in Kontrollreaktionen analysiert. Für die Reverse Transkription und anschlie-
ßende PCR (Kap. 2.2.3.3) wurden die reversen Oligonukleotide P2hisa and P3hisa verwendet. 
Die Positionen dieser Oligos, die an die hisa Terminatorregion eingesetzter pKL23-Derivate 
binden, sind in Abbildung 8 angezeigt. Als vorwärts-Oligonukleotid in der 40 Zyklen umfas-
senden PCR diente das an die 5’-Linkersequenz bindende Oligonukleotid RUMSH 1. Gege-
benenfalls wurde eine zweite PCR mit den Oligonukleotiden RUMSH2 und P3hisa durchge-
führt, in die 0,1-1 µl der ersten PCR als Matrize eingesetzt wurden. Spezifische Produkte der 
„+L“-Reaktion wurden wie oben beschrieben kloniert und sequenziert. Die Sequenzen der 
verwendeten Oligonukleotide sind der Tabelle 4: zu entnehmen. 
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Tabelle 4: Zur 5’-RACE-Analyse in vitro synthetisierter Transkripte verwendete Oligonukleotide. 
Oligonukleotid Sequenz (5’→ 3’) Verwendung 
P2hisa CACATCGCCTGAAAGACT RT 
RUMSH1 TGATCCAACCGACGCGAC 1. PCR 
P3hisa GGATGATGGTGATGATGGTGG 1./2. PCR 
RUMSH2 ACCGACGCGACAAGCTAATGC 2. PCR 
 
2.2.4 Chloroplastenpräparation und Run On-Transkription 
Die Isolation von Chloroplasten aus Nicotiana tabacum wurde nach einem modifizierten von 
Gruissem et al. [1986] durchgeführt. Die Anzucht von Wildtyp und mutagenisierten Pflanzen 
erfolgte unter Standardbedingungen (Kap. 2.2.1). Alle Arbeitsschritte zur Chloroplastenisolie-
rung wurden bei 4°C durchgeführt. 6 g Blätter vier Wochen alter Pflanzen wurden in einem 
Waring blender in 150 ml Isolationspuffer (25 mM Hepes-KOH pH 7,6; 350 mM Sorbitol, 0,4 
mM Na-Isoascorbat; 2 mM EDTA) aufgeschlossen. Das Homogenat wurde durch 3 Lagen 
Miracloth (Calbiochem) filtriert und anschließend in einer Sorvall-Zentrifuge (GS-3 Rotor) 
zentrifugiert (2000 x g, 6 min, 4°C). Das erhaltene Pellet wurde in 2 ml Isolationspuffer re-
suspendiert und in einem diskontinuierlichen 40% / 80%-Percoll-Gradienten in einer Sorvall-
Zentrifuge (HB-6 Rotor) zentrifugiert (6500 x g, 4°C, 25 min). Intakte Chloroplasten wurden 
an der Gradienten-Interphase gesammelt, mit Isolationspuffer auf 40 ml verdünnt und erneut 
in einer Sorvall-Zentrifuge (HB-6 Rotor) zentrifugiert (2000 x g, 4°C, 3 min). Das resultie-
rende Chloroplasten-Pellet wurde in 200 µl Isolationspuffer resuspendiert und die Chlo-
roplastenzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die Isolation von Chlo-
roplasten aus Arabidopsis thaliana erfolgte ebenso wie oben beschrieben aus 20 g 
Blattmaterial 8 Wochen alter WT-Pflanzen. 
Die Run On-Transkription erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Mullet und Klein 
[1987]. Hierzu wurden 5 x 107 Chloroplasten in 45 µl Puffer D (50 mM Tris-HCl pH 7,0; 10 
mM MgCl2; 10 mM KCl; 3 mM β-Merkaptoethanol) durch Auf –und Abpipettieren mecha-
nisch aufgeschlossen. Nach Zugabe von 100 µl Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 
mM MgCl2; 0,2 mM CTP, GTP, ATP; 0,01 mM UTP; 50 µCi α-32P-UTP (Amersham); 40 U of 
RNase-Inhibitor (Fermentas); 10 mM β-Merkaptoethanol) wurde der Ansatz für 15 min bei 
25°C inkubiert. Zur Untersuchung des möglichen RNA-Polymerase-Inhibitors Cyclothiazo-
mycin B1 wurde die Reaktion in Gegenwart von 500 µM Cyclothiazomycin (Stammlösung in 
DMSO) durchgeführt. Parallel wurden Kontrollansätze in entsprechender Menge DMSO oder 
500 µM Thiostrepton (Stammlösung in DMSO) mitgeführt. Die Reaktion wurde durch Zuga-
be von 100 µl Stopp-Lösung (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 25 mM EDTA; 5% Sarcosyl) beendet. 
Die radioaktiven Run On-Transkripte wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt 
und einer Ethanolfällung unterzogen. Die Transkripte wurden in 100 µl H2O resuspendiert, für 
5 min bei 95°C denaturiert und mit jeweils 1 µg genspezifischen DNA-Fragmenten hybridi-
siert. Hierzu wurden zuvor die Genfragmente aus Plastiden- oder Plasmid-DNA durch PCR 
mit den in Tabelle 5: aufgeführten Oligonukleotidpaaren amplifiziert und mit Hilfe einer 96-
well Bio-Dot Mikrofiltrationsapparatur (BioRad) und UV-Vernetzung auf einer Nylon Hy-
bond-N+ Membran (Amersham) fixiert. Die Hybridisierungsergebnisse wurden durch Autora-
diographie in einem Phosphoimager (Molecular Imager FX, BioRad) analysiert. 
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Tabelle 5: Für die Amplifikation spezifischer Genregionen verwendete Oligonukleotide. 
Name Sequenz (5’→ 3’) 5' Position im cpGenom* 
nptII fw 
nptII rev 
GGTTGAACAAGATGGATTGCAC 
ATACCGTAAAGCACGAGGAAGC - 
Nt-rpoB-fw 
Nt-rpoB-rev 
GCTGCTTGTCGTTCCAACC 
GGATTGGCTCTGGTTCGTTTAG 
25802 
26520 
Nt-clpP-fw 
Nt-clpP-rev 
GGCCAAGAGGTTGATAGCGAGATTTC 
GCTAGACGTTTGGTAATTTCTCCTCCGAC 
73573 
73354 
Nt-psbA-fw 
Nt-psbA-rev 
ACTTGGCGTAGCTTGTTACATGGGTC 
ACTGAATAGGGAGCCGCCGAATA 
1213 
962 
At-atpB-fw 
At-atpB-rev 
AGGTCCTGTCGATACTCGCA 
ATCTAAAGGATCTACCGCTGGATA 
53022 
53766 
At-atpH-fw 
At-atpH-rev 
TTTCTGCTGCTTCGGTTATTG 
GCTAATGCTACAACCAGGCCATA 
13275 
13479 
At-atpF-fw 
At-atpF-rev 
GATTCTTTCGTTTACTTGGGTCAC 
TTTAATATCCTCTGCTTTCGGTTATC 
11544 
12428 
At-ndhI-fw 
At-ndhI-rev 
GTCAACAAACCCTACGAGCTGC 
TCAATTCGTGACGATCATAAGTGG 
119278 
119649 
At-clpP-fw 
At-clpP-rev 
CCGACTAGGATAAAGGATGCTATTG 
CCAAGAGGTTGATACCGAAATC 
70690 
70908 
At-psaB-fw 
At-psaB-rev 
CGGGTCATATGTATAGAACGAACTTTG 
CAAGCCGAAATATCACAAGTACCAC 
38234 
39092 
At-psaC-fw 
At-psaC-rev 
ATTAGAAATGATACCTTGGGATGGAT 
TGTTTCATGCCATAAATAAACTCGAAC 
117392 
117536 
At-psbA-fw 
At-psbA-rev 
ACTTCTGTTTTTATTATCGCATTCATTG 
TCCATACCAAGGTTAGCACGG 
515 
1368 
At-psbE-fw 
At-psbE-rev 
TTCATTGCGGGCTGGTTATT 
CAAAGGATCAAAACGGCCTGT 
64161 
64289 
At-psbG-fw 
At-psbG-rev 
GGTCAAGACTTTCCAGCCTATG 
TCTCTGAAGTAGATGATGGTGGATAGA 
50016 
50549 
At-accD-fw 
At-accD-rev 
ATGGTTGGGATGAGCGTTCT 
AAGTACCCGGATCAATCGAAA 
57223 
57885 
At-rrn16-fw 
At-rrn16-rev 
ATTGGGCGTAAAGCGTCTGTA 
GTAACGACTTCGGGCATGG 
101522 
102402 
At-rbcL-fw 
At-rbcL-rev 
CAACTGTGTGGACCGATGG 
CCTACTACTGTACCCGCGTGAA 
55157 
55955 
At-rps4-fw 
At-rps4-rev 
ATCTTAGAAACCAATCACGCTCC 
AAACCGACGCATTTCCTATCT 
45314 
45779 
At-rps8-fw 
At-rps8-rev 
GATCGACTAACATCACGGAAAGTATTG 
TCTCGGTCTGTCATTATACCTTGA 
80147 
80423 
At-rpl23-fw 
At-rpl23-rev 
ACAGAAATAAAGCATTGGGTCGAA 
ACCCGGTTGAAGCGTAATGA 
85958 
86107 
At-petB-fw 
At-petB-rev 
TAGTAAATATGTTCCTCCGCATGTC 
GACGGCCGTAAGAAGAGGTAAT 
75710 
76235 
At-petD-fw 
At-petD-rev 
TAGCTAAAGGTATGGGTCACAATTATTAC 
AATCAAAAAGACGGTTGTCGC 
77242 
77594 
At-rpoB-fw 
At-rpoB-rev 
TATTATATGATAGCGGCAGGAAATT 
ATAGGAGGATTCTTTCGCCACT 
24542 
25372 
At-ycf1-fw 
At-ycf1-rev 
AATTCGGTCGTTGTGGTCGG 
TGCTAAATGCAGAGGCGCA 
109465/129184 
109665/128984 
*Nt cpGenom: EMBL-Datenbankeintrag unter Acc.-Nr. Z00044), At cpGenom: EMBL-Datenbankeintrag unter 
Acc.-Nr. AP000423 
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2.2.5 Proteinarbeitstechniken 
2.2.5.1 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine 
2.2.5.1.1 Plasmide zur Expression rekombinanter Proteine 
Die kodierenden Sequenzen für RpoTm (AS 43-976, At1g68990), RpoTmp (AS 105-1011, 
At5g15700) und RpoTp (AS 96-993, At2g24120) wurden wie beschrieben bei Kühn et al. 
[2007] kloniert. Die resultierenden Vektoren pBAD/Thio-His-RpoTm, pBAD/Thio-His-
RpoTmp, pBAD/Thio-His-RpoTp ermöglichten die Expression Thioredoxin (Trx)-
Hexahistidin (His)-fusionierter Proteine und wurden von K. Kühn (pBAD/Thio-His-RpoTm) 
und A. Weihe (pBAD/Thio-His-RpoTmp/Tp) zur Verfügung gestellt. 
Zusätzlich wurden die kodierenden Sequenzen für RpoTm, RpoTmp und RpoTp zur 
Proteinexpression ohne Thioredoxin-tag in den Vektor pCold DNAI (TaKaRa) kloniert. 
Hierzu wurden die zuvor klonierten RpoTm-, RpoTmp- und RpoTp-Sequenzen aus den 
Vektoren pBAD/Thio-His-RpoTm, pBAD/Thio-His-RpoTmp und pBAD/Thio-His-RpoTp 
mit den Oligonukleotidpaaren RpoTm-pCOLD-Fw/RpoTm-pCOLD-Rev, RpoTmp-pCOLD-
Fw /RpoTmp-pCOLD-Rev und RpoTp-pCOLD-Fw/RpoTp-pCOLD-Rev amplifiziert. Die 
erhaltenen PCR-Produkte wurden in den pDrive-Vektor kloniert und durch Sequenzierung 
überprüft. Die kodierenden Sequenzen wurden durch EcoRI/PstI-(RpoTm, AS 65-976), 
SacI/XbaI-(RpoTmp, AS 107-1011) und XhoI/XbaI-Spaltung (RpoTp, AS 96-993) aus dem 
pDrive-Vektor herausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen pCold-Vektor 
kloniert. Die resultierenden Vektoren pCold-His-RpoTm, pCold-His-RpoTmp und pCold-His-
RpoTp erlaubten die Expression der rekombinanten, lediglich mit einem His-tag versehenen 
Proteine. 
 
 
Tabelle 6: Zur Klonierung von Proteinexpressionsvektoren verwendete Oligonukleotidpaare. Kleinge-
schriebene Nukleotide dienten der Insertion einer Hexahistidin-kodierenden Sequenz oder der Gene-
rierung von Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen. 
Oligonukleotidpaar Sequenz (5’→ 3’) Plasmid 
His-RpoTm-42P 
pBAD-Yrev 
catcatcatcatcatcatGGCGTTAGAAATGGTTTATCTATAA 
TGCAGCTCAGTTGAAGAAGTATG 
pBAD/Thio-
His-RpoTm 
His-RpoTmp-104P 
pBAD-3rev 
catcatcatcatcatcacGAGTTTTCCAAGAGCGAGAG 
TCAGTTGAAGAAATAAGGTGAATC 
pBAD/Thio-
His-RpoTmp 
His-RpoTp-95P 
pBAD-Zrev 
catcatcatcatcatcacGCTGGAACCATTAAAGGAG 
GTTCACTGGTGCTACATGC 
pBAD/Thio-
His-RpoTp 
RpoTm-pCOLD-Fw (EcoRI) 
RpoTm-pCOLD-Rev (PstI) 
cagaattcGGTCAATGTTATGTGTTTGAAGG 
ctgcaggagAGACCGAGGAGAGGGTTAG 
pCold-His-
RpoTm 
RpoTmp-pCOLD-Fw (SacI) 
RpoTmp-pCOLD-Rev (XbaI) 
cagagctcAAGAGCGAGAGGTGCCTTAGT 
cgtctagaTCGAGACCGAGGAGAGGGTTAG 
pCold-His-
RpoTmp 
RpoTp-pCOLD-Fw (XhoI) 
RpoTp -pCOLD-Rev (XbaI) 
cactcgagGCTGGAACCATTAAAGGAGCA 
cgtctagaTCGAGACCGAGGAGAGGGTTAG 
pCold-His-
RpoTp 
Ath01860 5’ ProTet (PstI) 
Ath01860 3’ ProTet (NotI) 
gggctgcagGTGAAGGTGTCATGCGGCAAG 
ggggcggccgcTTATTCTCTGGCGATTACGT pProTet-MetC 
5’SigA (BamHI) 
3’SigA (XhoI) 
gggggatccGTCAAAGAAGGATTGG 
ggggagctcACCGCTCTCTATGGC pTrcSigA2 
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Für die Konstruktion des Vektors pPRO-MetC wurde die proteinkodierende Sequenz für 
MetC (Pfc1, At1g01860) von Aminosäure 45-287 aus revers transkribierter Arabidopsis Ge-
samt-RNA (Kap. 2.2.3.1.3) durch PCR (Kap. 2.2.3.3) mit dem Oligonukleotidpaar Ath01860 
5’ ProTet (PstI)/Ath01860 3’ ProTet (NotI) amplifiziert. Das gereinigte PCR-Produkt wurde 
PstI/NotI gespalten, in den entsprechend geschnittenen Vektor pPROTet.E121 (Clontech) 
ligiert und durch Sequenzierung (Kap. 2.2.3.7 ) überprüft. 
Für die Konstruktion des Vektors pTrcSigA2 (zur Verfügung gestellt von H. Tandara, 
[Tandara, 2000] wurde die proteinkodierende Sequenz für SigA (At1g64860) von Aminosäure 
160-501 aus revers transkribierter Arabidopsis Gesamt-RNA (Kap. 2.2.3.1.3) durch PCR 
(Kap. 2.2.3.3) mit dem Oligonukleotidpaar 5’SigABamHI/3’SigAXhoI amplifiziert. Das ge-
reinigte PCR-Produkt wurde BamHI/XhoI gespalten und in den entsprechend geschnittenen 
Expressionsvektor pTrcHisC (Invitrogen) ligiert. 
Die für die Proteinexpression verwendeten Plasmide und für die Klonierung eingesetzten Oli-
gonukleotide sind der Tabelle 6: zu entnehmen. 
 
2.2.5.1.2 Proteinexpression in E. coli 
2.2.5.1.2.1 Expression rekombinanter RNA-Polymerasen mit dem pBAD-Thio-
Expressionssystem (Thio-(His)6-AtRpoTm/mp/p) 
Die mit einem Thioredoxin/His-tag fusionierten Enzyme AtRpoTm, AtRpoTp und AtRpoTmp 
wurden unter Verwendung des pBAD/Thio-Expressionssystems (Invitrogen) von den Vek-
toren pBAD/Thio-His-RpoTm, pBAD/Thio-His-RpoTmp und pBAD/Thio-His-RpoTp (Kap. 
2.2.5.1.1) im E. coli Stamm BL21 Codon Plus RIL (Stratagene) exprimiert. 3 ml-Vorkulturen 
wurden ihrer plasmidkodierten Resistenz entsprechend in LB-Amp/Cm (100 µg/ml Ampicil-
lin, 34 µg/ml Chloramphenicol) bei einer Temperatur von 37°C und 220 rpm über Nacht an-
gezogen. Das Animpfen der 250 ml-Hauptkultur in LB-Amp erfolgte durch Zugabe von 2,5 
ml der Vorkultur. Die Kultur wurde unter Standardbedingungen angezogen. Bei einer OD von 
~ 0,8 wurde die heterologe Expression durch die Zugabe von 0,02% (w/v) Arabinose indu-
ziert. Die Kulturen wurden für 20 h bei 18°C und 220 rpm geschüttelt und anschließend durch 
Zentrifugation (10 min, 6000 rpm, 4°C) in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) geerntet. Die Ana-
lyse der Expressionskulturen erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.2.2. 
 
2.2.5.1.2.2 Expression rekombinanter RNA-Polymerasen mit dem pCOLD-
Expressionssystem ((His)6-AtRpoTm/mp/p) 
Die mit einem His-tag fusionierten Enzyme AtRpoTm, AtRpoTp und AtRpoTmp wurden un-
ter Verwendung des Cold Shock Expressionssystems (TaKaRa) von den Vektoren pCold-His-
RpoTm, pCold-His-RpoTmp und pCold-His-RpoTp (Kap. 2.2.5.1.1) im E. coli Stamm BL21 
Codon Plus RIL (Stratagene) exprimiert. 3 ml-Vorkulturen wurden ihrer plasmidkodierten 
Resistenz entsprechend in LB-Amp/Cm (100 µg/ml Ampicillin, 34 µg/ml Chloramphenicol) 
bei einer Temperatur von 37°C und 220 rpm über Nacht angezogen. Das Animpfen der 250 
ml-Hauptkultur in LB-Amp erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml der Vorkultur. Die Kultur wur-
de unter Standardbedingungen angezogen. Bei einer OD von ~ 0,7 wurde die Kultur für 30 
min ohne Rotation bei 15°C inkubiert. Dieser Kälteschock, sowie die folgende Zugabe von 
IPTG (Endkonzentration: 1 mM) erlaubten die Induktion der heterologen Proteinexpression. 
Die Kulturen wurden für 20 h bei 15°C und 220 rpm geschüttelt und anschließend durch 
Zentrifugation (10 min, 6000 rpm, 4°C) in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) geerntet. Die Ana-
lyse der Expressionskulturen erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.2.2. 
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2.2.5.1.2.3 Expression von rekombinantem MetC mit dem pPROtet-Expressionssystem 
((His)6-MetC) 
Die Expression von At-MetC vom Vektor pPRO-MetC (Kap. 2.2.5.1.1) erfolgte im E. coli-
Stamm BL21PRO (Clontech). 3 ml-Vorkulturen wurden ihrer plasmidkodierten Resistenz ent-
sprechend in LB-Cm/Spec (34 µg/ml Chloramphenicol, 50 µg/ml Spectinomycin) bei einer 
Temperatur von 37°C und 220 rpm über Nacht angezogen. Das Animpfen der 250 ml-
Hauptkultur in LB-Cm/Spec erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml der Vorkultur. Die Kultur wur-
de unter Standardbedingungen angezogen. Bei einer OD von ~ 0,8 wurde die heterologe Ex-
pression durch die Zugabe von 100 ng/ml Anhydrotetracyclin induziert. Die Kulturen wurden 
für 6 h bei 18°C und 220 rpm geschüttelt und anschließend durch Zentrifugation (10 min, 
6000 rpm, 4°C) in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) geerntet. Die Analyse der Expressionskul-
turen erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.2.2. 
 
2.2.5.1.2.4 Expression von rekombinantem Sig1 mit dem pTrc-Expressionssystem ((His)6-
Sig1) 
Die Expression von At-Sig1 vom Vektor pTrcSigA2 (Kap. 2.2.5.1.1) erfolgte im E. coli-
Stamm BL21 Codon Plus RIL (Stratagene). 3 ml-Vorkulturen wurden in LB-Amp/Cm (100 
µg/ml Ampicillin, 34 µg/ml Chloramphenicol) bei einer Temperatur von 37°C und 220 rpm 
über Nacht angezogen. Das Animpfen der 250 ml-Hauptkultur in LB-Amp/Cm erfolgte durch 
Zugabe von 2,5 ml der Vorkultur. Die Kultur wurde unter Standardbedingungen angezogen. 
Bei einer OD von ~ 0,8 wurde die heterologe Expression durch die Zugabe von 1 mM IPTG 
induziert. Die Kulturen wurden für 20 h bei 20°C und 220 rpm geschüttelt und anschließend 
durch Zentrifugation (10 min, 6000 rpm, 4°C) in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) geerntet. 
Die Analyse der Expressionskulturen erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.2.2. 
 
2.2.5.1.3 Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli 
2.2.5.1.3.1 Thio-(His)6-AtRpoTs und (His)6-AthRpoTs 
Die heterolog exprimierten, rekombinanten Phagentyp-RNA-Polymerasen (Kap. 2.2.5.1.2.1, 
2.2.5.1.2.2) wurden aus 150-300 ml E. coli-Kulturen (RpoTm: 300 ml, RpoTp: 200 ml, 
RpoTmp:150 ml) präpariert. Alle nachfolgend beschriebenen Zentrifugationen wurden, sofern 
nicht anders vermerkt, in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) durchgeführt. Die geernteten Zellen 
wurden in 6 ml Puffer A2 resuspendiert und auf 10 2-ml-Eppendorfgefäße, die jeweils ~1g 
Glasperlen (Durchmesser 0,17-0,18 mm, Sartorius) enthielten, verteilt. Der Zellaufschluss 
erfolgte bei 4°C in einer Schwingmühle (Modell MM2, Retsch) für 10 min bei maximaler 
Schwingfrequenz. Nach Zentrifugation (10 min, 6000 x g, 4°C) wurden die Überstände ge-
sammelt und die Glaskügelchen zweimal mit 300 µl Puffer A2 (5 min, maximale Frequenz) 
gewaschen. Die erhaltenen Überstände wurden in einem 15 ml-Polypropylenröhrchen verei-
nigt (~ 12 ml) und zur vollständigen Abtrennung der Glaskügelchen erneut zentrifugiert (10 
min, 6000 x g, 4°C). Das Lysat und 0,3 ml (Matrixvolumen) mit Puffer A1 äquilibrierte Ni2+-
NTA-Agarose (QIAGEN) wurden auf zwei 15 ml-Polypropylenröhrchen verteilt und über 
Nacht bei 4°C in einem Mini Labroller Rotator (Labnet) inkubiert. Zur Entfernung ungebun-
dener Proteine folgte eine Zentrifugation (2 min, 1000 x g, 4°C) und zweimaliges Waschen 
der Ni2+-NTA-Agarose mit jeweils 10 ml Puffer A3. Die Matrix wurde anschließend in 6 ml 
Puffer A3 resuspendiert, in eine1-ml Polypropylen-Säule (QIAGEN) transferiert, 2 x mit 3 ml 
Puffer A3, 4 x mit 3 ml Puffer A4, 3 x mit 0,5 ml Puffer A5 und 3 x mit 0,5 ml Puffer A6 ge-
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waschen. Die Elution der Proteine erfolgte mit 3 x 0,5 ml Puffer AE. Das Volumen des Eluats 
wurde mit Hilfe von 50000-MWCO-Centricons (Millipore) durch Zentrifugation (9000 x g, 
4°C) in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge/Rotor SS-34 (DuPont) auf ~250 µl reduziert. Zur Ein-
stellung, der für die Lagerung geeigneter Pufferbedingungen, wurden die konzentrierten Pro-
teine in 10000-MWCO-Mini-Dialyseeinheiten (Slide-A-Lyzer, Pierce) für 16 h bei 4°C gegen 
Puffer AD dialysiert. Die Proteinpräparationen wurden durch SDS-PAGE analysiert (Kap. 
2.2.5.2.2), wobei ein Molekulargewicht von ~ 115-117 kD für die rekombinanten Enzyme 
angenommen wurde. Aliquots der dialysierten Proteine wurden bei -20°C zur Verwendung 
innerhalb von 2-6 Wochen (RpoTp: 3 Wochen, RpoTm/RpoTmp: 6 Wochen) aufbewahrt. 
 
 
Puffer A1: 100 mM Tris/HCl pH 7,8; 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol 
Puffer A2: Puffer A1; 1 mM PMSF; 1 mM Benzamidin; 0,5 mM DTT 
Puffer A3: 20 mM Tris/HCl pH 7,0; 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol 
Puffer A4: 20 mM Tris/HCl pH 7,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol 
Puffer A5: 20 mM Tris/HCl pH 7,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol 
Puffer A6: 20 mM Tris/HCl pH 7,0; 300 mM NaCl; 30 mM Imidazol 
Puffer AE: 20 mM Tris/HCl pH 7,0; 300 mM NaCl; 100 mM Imidazol 
Puffer AD: 20 mM Tris/HCl pH 7,8; 100 mM NaCl; 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT; 50% (v/v) Gly-cerin 
 
 
Gegebenenfalls wurden die über Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigten Enzyme RpoTm und 
RpoTmp weiteren Reinigungsschritten unterzogen. Hierzu wurden die exprimierten Proteine 
aus 400 ml Bakterienkultur wie oben beschrieben über Ni2+-NTA-Agarose gereinigt. 4 ml des 
erhaltenen Eluats wurden unter Verwendung des Econo-Systems (BioRad) an eine mit Puffer 
H1 äquilibrierte Heparin-Matrix (Matrixvolumen: ~ 0,5 ml, Amersham Pharmacia Biotech) 
gebunden. Die Flussrate applizierter Puffer lag bei 0,1-0,2 ml/min. Zur Entfernung ungebun-
dener Proteine wurde die Matrix mit Puffer H1 gewaschen bis im Eluat durch UV280-Messung 
kein Protein mehr detektierbar war. Die Elution der rekombinanten RNA-Polymerasen erfolg-
te durch Applikation von ~ 10 ml Puffer HE. Es wurden 0,4 ml-Fraktionen gesammelt, von 
denen jeweils 9 µl mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.5.2.2) analysiert wurden. Peakfraktionen der 
rekombinanten Enzyme wurden vereinigt und mit Hilfe von 50000-MWCO-Centricons (Mil-
lipore) durch Zentrifugation (9000 x g, 4°C) in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge/Rotor SS-34 
(DuPont) auf ~1 ml reduziert. Es folgte eine Dialyse für 16 h bei 4°C gegen Puffer AD. 
Zur weiteren Auftrennung der im RpoTm-Dialysat enthaltenen Proteine schloss sich eine Gel-
filtrationschromatographie mit einer TSK Gel 2000 SWXL Säule (TosoHaas) an. Die Elution 
mit Puffer G1 erfolgte bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,7 ml/min. Die gesammelten 
Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und Silberfärbung analysiert. Hochreine Fraktionen 
wurden vereinigt und wie beschrieben aufkonzentriert, dialysiert und gelagert. 
 
 
Puffer H1: 100 mM Tris/HCl pH 7,8; 300 mM NaCl 
Puffer HE: 100 mM Tris/HCl pH 7,8; 800 mM NaCl 
Puffer G1: 20 mM Tris/HCl pH 7,8; 300 mM NaCl;, 0,5 mM EDTA; 1 mM DTT 
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2.2.5.1.3.2 (His)6-MetC und (His)6-Sig1 
Die heterolog exprimierten, rekombinanten Proteine MetC und Sig1 (Kap. 2.2.5.1.2.3, 
2.2.5.1.2.4) wurden aus 150 ml E. coli-Kulturen präpariert. Alle nachfolgend beschriebenen 
Zentrifugationen wurden, sofern nicht anders vermerkt, in einer Megafuge 1.0 R (Heraeus) 
durchgeführt. Die geernteten Zellen wurden in 5 ml Puffer B2 resuspendiert und auf 10 2-ml-
Eppendorfgefäße, die jeweils ~1 g Glasperlen (Durchmesser 0,17-0,18 mm, Sartorius) ent-
hielten, verteilt. Der Zellaufschluss erfolgte wie beschrieben unter Kap. 2.2.5.1.3.1. Die erhal-
tenen Überstände wurden in einem 15 ml-Polypropylenröhrchen vereinigt (~ 7 ml) und zur 
vollständigen Abtrennung der Glaskügelchen erneut zentrifugiert (10 min, 6000 x g, 4°C). 
Das Lysat und 0,15 ml (Matrixvolumen) mit Puffer B1 äquilibrierte Ni2+-NTA-Agarose 
(QIAGEN) wurden auf zwei 15 ml-Polypropylenröhrchen verteilt und über Nacht bei 4°C in 
einem Mini Labroller Rotator (Labnet) inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Proteine 
folgte eine Zentrifugation (2 min, 1000 x g, 4°C) und zweimaliges Waschen der Ni2+-NTA-
Agarose mit 3 ml Puffer B3. Die Matrix wurde anschließend in 3 ml Puffer B3 resuspendiert, 
in eine1-ml Polypropylen-Säule (QIAGEN) transferiert, 2 x mit 3 ml Puffer B4 und 3 x mit 
0,3 ml Puffer B5 gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte mit 3 x 0,3 ml Puffer BE. Das 
Volumen des Eluats wurde mit Hilfe von 10000-MWCO-Centricons (Millipore) durch Zentri-
fugation (9000 x g, 4°C) in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge/Rotor SS-34 (DuPont) auf ~250 
µl reduziert. Die aufkonzentrierten Proteine wurden in 10000-MWCO-Mini-Dialyseeinheiten 
(Slide-A-Lyzer, Pierce) für 16 h bei 4°C gegen Puffer BD dialysiert. Die Proteinpräparationen 
wurden durch SDS-PAGE und Immunodetektion analysiert (Kap. 2.2.5.2), wobei bei MetC 
von einem Molekulargewicht von 35,3 kD und bei Sig1 von 43,1 kD ausgegangen wurde. 
Aliquots der dialysierten Proteine wurden bei -20°C zur Verwendung innerhalb von 4 Wochen 
aufbewahrt. 
 
Puffer B1: 100 mM Tris/HCl, pH 7,8; 500 mM NaCl; 5 mM Imidazol 
Puffer B2: Puffer B1, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin; 0,5 mM DTT 
Puffer B3: 20 mM Tris/HCl, pH 7,0; 500 mM NaCl; 10 mM Imidazol 
Puffer B4: 20 mM Tris/HCl, pH 7,0; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol 
Puffer B5: 20 mM Tris/HCl, pH 7,0; 500 mM NaCl; 40 mM Imidazol 
Puffer BE: 20 mM Tris/HCl, pH 7,0; 500 mM NaCl; 200 mM Imidazol 
Puffer BD: 20 mM Tris/HCl, pH 7,8; 50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) Glycerin 
 
2.2.5.2 Proteinanalyse 
2.2.5.2.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Die Bestimmung der Konzentration rekombinanter Proteine erfolgte durch Vergleich der In-
tensität Coomassie-gefärbter Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel (Kap. 2.2.5.2.2) mit 
einer BSA-Standardreihe. 
2.2.5.2.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Gesamtproteinanalyse von Expressionskulturen (Kap. 2.2.5.1.2) wurden 100-200 µl der 
Kultur für 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50-100 µl 1 × Ladepuf-
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fer resuspendiert und 5 min bei 95°C denaturiert. Zur Analyse in denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgelen (Kap. 2.2.5.2.2) wurden jeweils 5-10 µl des Überstandes eingesetzt. Zur 
Analyse aufgereinigter rekombinanter Proteine (Kap. 2.2.5.1.3) wurde die Probe angemessen 
verdünnt und mit 2 x Probenpuffer versetzt. 
Nach Vorbereitung der Proteine erfolgte deren elektrophoretische Auftrennung in diskontinu-
ierlichen, denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen nach Laemmli [1970] unter Verwendung 
des Mighty Small II Vertical-Elektrophoresesystems (Hoefer). Die Elektrophorese wurde für 
ca. 1,5 h bei einer Spannung von 150-200 V durchgeführt. Zur Bestimmung des Molekular-
gewichts der aufgetrennten Proteine wurde parallel ein Molekulargewichtsmarker (#SM0661 
oder #SM0671, Fermentas) aufgetragen. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Coomas-
sie-Färbung bzw. durch Membrantransfer und Immunodetektion (Kap. 2.2.5.2.3). 
 
 
4 x Ladepuffer: 0,32 M Tris/HCl pH 6,8; 0,1 M EDTA; 0,4 M DTT; 8% (w/v) SDS, 4% (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau 
Trenngel: 8% oder 10% Acrylamid (Gel 30, Roth); 375 mM Tris/HCl pH 8,8; 0,1% (w/v) SDS 
Sammelgel: 4% Acrylamid (Gel 30, Roth); 125 mM Tris/HCl pH 6,8; 0,1% (w/v) SDS 
Laufpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS 
Coomassie-Färbelösung: 0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue R250 in Entfärbelösung 
Entfärbelösung: 0,25 % (v/v) Isopropanol; 0,1 % (v/v) Essigsäure 
 
 
Zur qualitativen Kontrolle hochaufgereinigter Proteine (Kap. 2.2.5.1.3.1) wurde eine Silber-
färbung der Polyacrylamidgele durchgeführt. Hierzu wurden die Gele 20 min in Lösung A, 20 
min in Lösung B, 15 min in Lösung C, 10 min in Lösung B, 10 min in H2O, 15 min in Lösung 
D, 10 sec in H2O, 1 min in Lösung E, 5-20 min in Lösung F und 1 min in Lösung B inkubiert. 
 
Lösung A: 50% Methanol; 12% Essigsäure; 2%CuCl2; 1% ZnCl2 
Lösung B: 10% Ethanol; 5% Essigsäure 
Lösung C: 0,01% KMnO4 
Lösung D: 0,1% AgNO3 
Lösung E: 10% K2CO3 
Lösung F: 2% K2CO3; 0,01% Formaldehyd 
 
2.2.5.2.3 Membrantransfer von Proteinen und Immunodetektion 
Die in der SDS-PAGE nach ihren Molekularmassen aufgetrennten Proteine (Kap. 2.2.5.2.2) 
wurden mit Hilfe einer Semi Dry Blot-Apparatur (BioRad) 1 h bei 20 V auf Nitrozellulose-
Membranen (Hybond-C extra, Amersham Biosciences) elektrotransferiert.  
Nach dem Transfer wurde die Membran zur Blockierung unspezifischer Antikörper-
Bindungsstellen für 2 h in Blockingpuffer inkubiert, anschließend 2 x für 5 min in TBST ge-
waschen, für 2 h mit dem primären Antikörper inkubiert, 6 x für 10 min in TBST gewaschen, 
für 1 h mit dem sekundären Antikörper inkubiert, 6 x für 10 min in TBST, 10 min in TBS und 
3 x für 1 min in AP-Puffer gewaschen. Die Detektion spezifischer Proteinbanden erfolgte bei 
Verwendung eines mit Alkalischer Phosphatase-konjugierten zweiten Antikörpers durch 5-20 
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minütige Inkubation der Membran in AP-Substratlösung. Die enzymatische Reaktion wurde 
durch Waschen der Membran in H2O beendet. Bei Verwendung eines mit Peroxidase-
konjugierten zweiten Antikörpers erfolgte die Detektion mit Hilfe des SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate (Pierce) nach Angaben des Herstellers und Röntgenfilmen (Hy-
perfilm ECL) der Firma Amersham. Die Antikörperverdünnungen erfolgten in TBST-BSA. 
 
 
Transferpuffer: 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,0375% (w/v) SDS 
TBS: 50 mM Tris/HCl pH 7,5; 150 mM NaCl
Blockingpuffer 3% (w/v) BSA in TBS
TBST: 0,05% (v/v) Tween 20 in TBS
TBST-BSA: 1% (w/v) BSA in TBST
AP-Puffer: 100 mM Tris/HCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2
AP-Substratlösung: 0,033% (w/v) NBT; 0,0165% (w/v) BCIP in AP-Puffer
 
 
Die verwendeten Antikörper sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet: 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper. 
Antikörper Eigenschaften Verdünnung  Anbieter 
Anti-His Maus IgG, Anti-Polyhistidin 1:10000 Sigma 
Zweiter Antikörper Anti-Maus IgG-Peroxidase-Konjugat 1:3000 Sigma 
Zweiter Antikörper Anti-Maus IgG-Alkalische Phosphatase-Konjugat 1:10000 Sigma 
 
 
2.2.6 Elektrophoretischer Mobilitätsassay (EMSA) 
2.2.6.1 Radioaktive Markierung von tRNAs 
Die 5´-Enden von 400 ng in vitro synthetisierter tRNA (Kap. 2.2.7.2) wurden mit 10 U T4-
Polynukleotidkinase (PNK, Fermentas) in Gegenwart von 50 μCi [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol, 
Amersham) im entsprechenden Puffer gemäß den Empfehlungen des Herstellers für 30 min 
bei 37°C markiert. Nicht-inkorporierte Nukleotide wurden mittels MicroSpin G-50 Säulen 
(Amersham Biosciences) nach dem Protokoll des Herstellers entfernt. Die Endmarkierung der 
tRNA wurde mit Hilfe eines Bioscan QC 2000 Szintillationsmeßgerätes überprüft. 
2.2.6.2 tRNA-Bindeassay 
tRNA-Bindeassays erfolgten nach einem modifizierten Protokoll von Hanaoka et al. [2003]. 
Jeweils 0,8 pmol oder 1,6 pmol (40 oder 80 nM) der rekombinanten, über Ni2+-NTA-Agarose 
aufgereinigten Enzyme Thio-His-AtRpoTm/mp/p (Kap. 2.2.5.1.3.1) wurden für 30 min bei 
30°C mit 0,4 pmol (20 nM) radioaktivmarkierter tRNA (Kap. 2.2.6.1) in 20 µl Reaktionspuf-
fer (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 50 mM KCl; 1 mM EDTA; 5 mM MgCl2; 25% Glycerin; 5 mM 
DTT) inkubiert. Gegebenenfalls wurde nicht-radioaktivmarkierte tRNA in 100-fachem Über-
schuss (40 pmol; 2000 nM) als Kompetitor zugegeben. Die tRNA/Protein-Komplexe wurden 
durch Elektrophorese auf nativen 5%igen Polyacrylamidgelen wie beschrieben unter Kap. 
2.2.3.2.4 aufgetrennt und analysiert. 
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2.2.7 In vitro Transkription 
2.2.7.1 In vitro-Transkriptionsmatrizen 
2.2.7.1.1 Konstruktion von Promotorplasmiden 
Zur Konstruktion von Promotorplasmiden wurden mitochondriale und plastidäre Promotorre-
gionen wurden aus Arabidopsis Gesamt-DNA (Kap. 2.2.3.1.1) durch PCR (Kap. 2.2.3.3) mit 
den in Tabelle 8: aufgelisteten Oligonukleotidpaaren amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden 
entsprechend der durch PCR generierten Restriktionsschnittstellen mit SacI/EcoRI bzw. Sa-
cI/PstI geschnitten und stromaufwärts von zwei Terminationssequenzen [Barnes und Tuley, 
1983; Gardner, 1982] in den entsprechend geschnitten pKL23-Vektor [Liere und Maliga, 
1999] ligiert (vgl. Abbildung 8). Zur Klonierung des Vektors pKL23-Patp8-Tatp9 wurde das 
PCR-Produkt über die generierten Schnittstellen PstI/EcoRI in den entsprechend geschnitte-
nen Vektor pKL-Patp8-A ligiert. Die Aufreinigung der klonierten Promotorplasmide aus E. 
coli erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Midi Kits. Die Plasmide wurden gegebenenfalls 
durch XhoI-, SpeI- oder EcoRI-Spaltung linearisiert und mit Hilfe des QIAquick spin columns 
Kits (QIAGEN) aufgereinigt. 
 
Tabelle 8: Zur Klonierung von Promotorkonstrukten verwendete Oligonukleotidpaare. Erkennungsse-
quenzen für Restriktionsendonukleasen sind klein geschrieben. Grau hinterlegte Plasmide wurden von 
Frau Kristina Kühn kloniert und zur Verfügung gestellt [Kühn, 2005]. n. b. : nicht bekannt 
Name Sequenz (5’→ 3’) Konstrukt NEP-Promotor 
Ath AccD P1 Fw 
AthAccD P1 Rev 
gcagagctcGGAGTGTTATATTCTTTCGTGTCA 
gcagaattcTGAAAAGAAGGATTTTCTTATATTGTG 
pKL23-PAccD-
P1 PAccD-252
a 
Ath AccD P2 Fw 
Ath AccD P2 Rev 
gcagagctcAAGAAAATCCTTCTTTTCATTTAGAA 
gcagaattcCATTTTCTATTCAGAGTAAGCAAAACA 
pKL23-PAccD-
P2 PAccD-172
a 
Ath AccD P2 Fw 
AthAccD P3 Rev 
gcagagctcAAGAAAATCCTTCTTTTCATTTAGAA 
gcagaattcCCATAGAGCTTCTGGCCTCT 
pKL23-PAccD-
P3 PAccD-89
b 
Ath rrn16 5’ 
Ath rrn16 3’ 
ggggagctcTGAGTTTTTCTATTTTGACTTGCT 
ggggaattcAAGTCATAACTTGTATCCAGTCGC pKL23-Prrn16 Prrn16-Pc-139
c 
Ath rpoB 5’ 
Ath rpoB 3’ 
ggggagctcTCAATTTATTATATGTTTATCTGC 
ggggaattcTTGGAATTTTTTATAAGAAATAGA pKL23-PrpoB PrpoB-300
a 
Ath ycf1 Fw 
Ath ycf1 Rev 
gcagagctcCCATATCCCAATTCCATTCA 
gcagaattcATAGAGTCCGACCACAACGA pKL23-Pycf1 
Pycf1-39a 
Pycf1-104a 
PAth atpB Fw 
PAth atpB Rev 
gcagagctcCGGATATGCTAAAATGAAAATACG 
gcagaattcTGAAGGAATAGTCATTTTCAAGCTC pKL23-PatpB PatpB-318
a 
PAth rps15 Fw 
PAth rps15 Rev 
gcagagctcTGCACAAATATGAGGGATTGTT 
gcagaattcGGATCCCCTGCTTTCTTCTT pKL23-Prps15 Prps15-139
a 
PAth rps4 Fw 
PAth rps4 Rev 
gcagagctcTGGGTAAAAGAGTTTGATCTTTGC 
gcagaattcTGATAAATGACGTGAAATACACTCC pKL23-Prps4 Prps4-151
a 
Cp-trnG(UCC) Fw 
Cp-trnG(UCC) Rev 
gcagagctcACCCCCGATTACTTTGTT 
gcagaattcTTCATTGAAAGGGAAAGGACT pKL23-cp-trnG PtrnG-15/13
d 
Ath-cp-trnM(CAU) fw 
Ath-cp-trnM(CAU) rev 
gcagagctcTCATTGTTTATTGGTATTGCTTAGAA 
gcagaattcGGATCGAAAGACGATAAAAACAA pKL23-cp-trnM n. b. 
Ath-cp-trnE(UUC) fw 
Ath-cp-trnE(UUC) rev 
gcagagctcAAGCTAGTCATACCATTTCATTTCA 
gcagaattcGCATCGACCCAGGAAGAAT pKL23-cp-trnE n. b. 
Ath-cp-trnT fw 
Ath-cp-trnT rev 
gcagagctcTTCCCAAATGAGCTACTAACCA 
gcagaattcAGACTTTCAAATGAAATTTTGACTATT pKL23-cp-trnT n. b. 
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Ath-mt-trnS fw 
Ath-mt-trnS rev 
gcagagctcGAGAAGAAGATTTTAATTCCAGCTT 
gcagaattcCTCCCCGCTCCTAGTCAC pKL23-mt-trnS n. b. 
Ath-mt-trnY,E fw 
Ath-mt-trnY,E rev 
gcagagctcGCGCTCTTCGATGAAGAAAA 
gcagaattcCGGCCGAGAATGAGTACCTA 
pKL23-mt-
trnY,E 
n. b. 
Oe-PatpA-fw 
Oe-PatpA-rev 
gcagagctcAGCTCTTTCCAATCCGGTTC 
gcagaattcTCTCGCCCAGAGAAAAGAAA pKL23-PatpA PatpA-209
f 
Mt-Patp1 Fw 
Mt-Patp1 Rev 
cagagctcGGTCCAAGCCCAAGTATT 
gcagaattcTCGGATAGCATTGTGGCATA pKL23-Patp1 
Patp1-1947g 
Patp1-1898g 
Ath Tatp9 fw 
Ath-Tatp9 rev 
tctgcagTACGATCTAAAATGATTCCAA 
gtgaattcTCGACCGAAGAAATGAGTAA 
pKL23-Patp8-
Tatp9 
Patp8-228/226g 
Tatp9h 
pKL23-atp6-1-A-F 
pKL23-atp6-1-A-R 
cagcgagctcCACCGCACGAGTCAGACCT 
cagcctgcagTCCAGACAGCTTCACTCCGTC 
pKL23-atp6-1-
A 
Patp6-1-156g 
Patp6-1-200g 
pKL23-atp6-1-B-F 
pKL23-atp6-1-B-R 
cagcgagctcGTTCTGCTTGATTAGGCGAATGC 
cagcctgcagCGGTTCATCGCCTTACTTATCCA 
pKL23-atp6-1-
B 
Patp6-1-
916/913g 
pKL23-atp6-2-F 
pKL23-atp6-2-R 
cagcgagctcGGTTCTCCTCTCAGTTCCGTCTA 
cagcctgcagGTAGCATCCCGCCGATCT pKL23-atp6-2 
Patp6-2-436g 
Patp6-2-507g 
pKL23-atp8-F 
pKL23-atp8-R 
cagcgagctcCCTGTACATACAAAGATCTAGGCAGC 
cagcctgcagAACAAAAGCATGGGAGAAAACC pKL23-atp8-A 
Patp8-157g 
Patp8-228/226g 
pKL23-atp9-F 
pKL23-atp9-R 
cagcgagctcCTTTGGATAATGGTCTAGCCGAGT 
cagcctgcagTGACAACCTCTAGGGCCAAG pKL23-atp9 
Patp9-487g 
Patp9-652g 
pKL23-cox2-F 
pKL23-cox2-R 
cagcgagctcGTTGCCTTGCCTTACCACACC 
cagcctgcagAGATCACTCTCCTAAAAGCAGCAGTC pKL23-cox2 
Pcox2-210g 
Pcox2-481g 
pKL23-rrn18-F 
pKL23-rrn18-R 
cagcgagctcAGTTGCTTATCCAGGCTTGGTGTT 
cagcctgcagGCGTACTACTTCCCAACCTTCTGTG pKL23-rrn18 
Prrn18-69g,i 
Prrn18-156g 
pKL23-rrn26-F 
pKL23-rrn26-R 
cagcgagctcAAAGGCGTTATTGCTGTGCTTCC 
cagcctgcagCCGCCTCGAATCAAAACGTTC pKL23-rrn26 Prrn26-893
g 
pKL23-trnM-F 
pKL23-trnM-R 
cagcgagctcGATTGATTCAATGAAAGTCCC 
cagcctgcagCCGCTTCTTCTCTTCTACAAG pKL23-trnM PtrnM-98
g 
a[Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007], b[Hanaoka et al., 2005], c[Sriraman et al., 1998], dSwiatecka-Hagenbruch 
(unveröffentliche Daten), f[Binder und Brennicke, 1993], g[Kühn et al., 2005], h[Forner et al., 2007], i[Giese et 
al., 1996] 
 
Zur Klonierung kurzer Promotorfragmente wurden komplementäre Oligonukleotidstränge in 
äquimolaren Mengen gemischt, für 10 min bei 85°C inkubiert und graduell auf Raumtempera-
tur zurück gekühlt. Die beim annealing entstehenden Restriktionsschnittstellen ermöglichten 
die direkte Klonierung der Fragmente in den SacI/EcoRI geschnittenen pKL23-Vektor. Die 
verwendeten Oligonukleotidpaare sind der Tabelle 9: zu entnehmen. 
 
 
Tabelle 9: Zur Klonierung kurzer Promotorfragmente und Promotormutagenese verwendete Oligo-
nukleotide. Durch primer annealing entstehende Restriktionsendonukleaseschnittstellen sind klein, 
Promotor-Kernsequenzen fett gedruckt. Mutagenisierte Nukleotide sind rot hervorgehoben. 
Name Sequenz (5’→ 3’) Konstrukt NEP-Promotor 
AtPrrn18(-156,WT) F 
AtPrrn18(-156,WT) R 
cATCGATTGATAGAATAATACGTATATAATCAGg 
aattcCTGATTATATACGTATTATTCTATCAATCGATgagct 
pKL23-Prrn18-
B Prrn18-156 
AthPatp8-2(-233C,-232C) F 
AthPatp8-2(-233C,-232C) R 
cGATCTTTTTCCATACCATAACACCTATAGAATg 
aattcATTCTATAGGTGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
CAcc 
Patp8-
228/226 
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AthPatp8-2(-234T,-233G) F 
AthPatp8-2(-234T,-233G) R 
cGATCTTTTTCCATACCATAACTGATATAGAATg 
aattcATTCTATATCAGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
CtgA 
AthPatp8-2(-235A,-234C) F 
AthPatp8-2(-235A,-234C) R 
cGATCTTTTTCCATACCATAAACTATATAGAATg 
aattcATTCTATATAGTTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
acTA 
Ath-Patp8-2(-228/-226) F 
Ath-Patp8-2(-228/-226) R 
cGATCTTTTTCCATACCATAACATATATAGAATg 
aattcATTCTATATATGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct pKL23-Patp8-B 
At-Patp8-2(-228/-226)kurzF 
At-Patp8-2(-228/-226)kurzR 
cTACCATAACATATATAGAAg 
aattcTTCTATATATGTTATGGTAgagct 
pKL23-Patp8-
C- 
AtPatp8-2/Patp6-1-156 F 
AtPatp8-2/Patp6-1-156 R 
cGATCTTTTTCCATACCATAACATAAGAGAAGAg 
aattcTCTTCTCTTATGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
2/atp6-1 
AtPatp8-2 agaga F 
AtPatp8-2 agaga R 
cGATCTTTTTCCATACCATAACATAAGAGAAATg 
aattcATTTCTCTTATGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
agaga 
AtPatp8-2(-228/-226)agaaF 
AtPatp8-2(-228/-226)agaaR 
cGATCTTTTTCCATACCATAACATAAGAAGAATg 
aattcATTCTTCTTATGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
agaa 
AtPatp8-2(-228/-226)agagF 
AtPatp8-2(-228/-226)agagR 
cGATCTTTTTCCATACCATAACATAAGAGGAATg 
aattcATTCCTCTTATGTTATGGTATGGAAAAAGATCgagct 
pKL23-Patp8-
agag  
AtPatp6-1(-200,WT) F 
AtPatp6-1(-200,WT) R 
cAGTGCAGCAGCCAATAATACGTATATAAGAAGg 
aattcCTTCTTATATACGTATTATTGGCTGCTGCACTgagct 
pKL23-Patp6-
1-B 
Patp6-1-
200 
AtPatp6-1(-156,WT) F 
AtPatp6-1(-156,WT) R 
cCGGGATCAAACTATCAATCTCATAAGAGAAGAg 
aattcTCTTCTCTTATGAGATTGATAGTTTGATCCCGgagct 
pKL23-Patp6-
1-C 
AtPatp6-1-156/Patp8-2 F 
AtPatp6-1-156/Patp8-2 R 
cCGGGATCAAACTATCAATCTCATATATAGAATCGg 
aattcCGATTCTATATATGAGATTGATAGTTTGATCCCGgagct 
pKL23-Patp6-1 
/atp8-2 
AtPatp6-1(-156) +A F 
AtPatp6-1(-156) +A R 
cCGGGATCAAACTATACAATCTCATAAGAGAAGAg 
aattcTCTTCTCTTATGAGATTGTATAGTTTGATCCCGgagct 
pKL23-Patp6-1 
+A 
AtPatp6-1(-156) tatg F 
AtPatp6-1(-156) tatg R 
cCGGGATCAAACTATCAATCTCATATATGAAGAg 
aattcTCTTCATATATGAGATTGATAGTTTGATCCCGgagct 
pKL23-Patp6-
1-tatg 
AtPatp6-1(-156) tata F 
AtPatp6-1(-156) tata R 
cCGGGATCAAACTATCAATCTCATATATAAAGAg 
aattcTCTTTATATATGAGATTGATAGTTTGATCCCGgagct 
pKL23-Patp6-
1-tata 
Patp6-1-
156 
AtPatp6-2(-436,WT) F 
AtPatp6-2(-436,WT) R 
cTTGCTTTCATCTTGAATTAAGTATATAGAAAAg 
aattcTTTTCTATATACTTAATTCAAGATGAAAGCAAgagct 
pKL23-Patp6-
2-B 
AtPatp6-2(-436,ccTA) F 
AtPatp6-2(-436,ccTA) R 
cTTGCTTTCATCTTGAATTACCTATATAGAAAAg 
aattcTTTTCTATATAGGTAATTCAAGATGAAAGCAAgagct 
pKL23-Patp6-
2-ccTA 
AtPatp6-2(-436,AccA) F 
AtPatp6-2(-436,AccA) R 
cTTGCTTTCATCTTGAATTAACCATATAGAAAAg 
aattcTTTTCTATATGGTTAATTCAAGATGAAAGCAAgagct 
pKL23-Patp6-
2-AccA 
AtPatp6-2(-436,AGat) F 
AtPatp6-2(-436,AGat) R 
cTTGCTTTCATCTTGAATTAAGATTATAGAAAAg 
aattcTTTTCTATAATCTTAATTCAAGATGAAAGCAAgagct 
pKL23-Patp6-
2-AGat 
AtPatp6-2(-436,cGTA) F 
AtPatp6-2(-436,cGTA) R 
cTTGCTTTCATCTTGAATTACGTATATAGAAAAg 
aattcTTTTCTATATACGTAATTCAAGATGAAAGCAAgagct 
pKL23-Patp6-
2-cGTA 
Patp6-2-
436 
AtPcox2(-481,WT) F 
AtPcox2(-481,WT) R 
cAGCTATCTAATGAATATTCATTAGATAATAGAg 
aattcTCTATTATCTAATGAATATTCATTAGATAGCTgagct 
pKL23-Pcox2-
B 
AtPcox2(-481,tcTA) F 
AtPcox2(-481,tcTA) R 
cAGCTATCTAATGAATATTCTCTAGATAATAGAg 
aattcTCTATTATCTAGAGAATATTCATTAGATAGCTgagct 
pKL23-Pcox2-
tcTA 
AtPcox2(-481, AcgA) F 
AtPcox2(-481, AcgA) R 
cAGCTATCTAATGAATATTCACGAGATAATAGAg 
aattcTCTATTATCTCGTGAATATTCATTAGATAGCTgagct 
pKL23-Pcox2-
AcgA 
AtPcox2(-481, ATct) F 
AtPcox2(-481, ATct) R 
cAGCTATCTAATGAATATTCATCTGATAATAGAg 
aattcTCTATTATCAGATGAATATTCATTAGATAGCTgagct 
pKL23-Pcox2-
B 
AtPcox2(-481, caTA) F 
AtPcox2(-481, caTA) R 
cAGCTATCTAATGAATATTCCATAGATAATAGAg 
aattcTCTATTATCTATGGAATATTCATTAGATAGCTgagct pKLcox2-caTA 
Pcox2-481 
AtPatp9(-487, WT) F 
AtPatp9(-487, WT) R 
cGATCCTCCTATGTCTTATTGGTATGTGATACAg 
aattcTGTATCACATACCAATAAGACATAGGAGGATCgagct pKL23-Patp9-B 
AtPatp9(-487, ccTA) F 
AtPatp9(-487, ccTA) R 
cGATCCTCCTATGTCTTATTCCTATGTGATACAg 
aattcTGTATCACATAGGAATAAGACATAGGAGGATCgagct pKLatp9-ccTA 
AtPatp9(-487, GccA) F 
AtPatp9(-487, GccA) R 
cGATCCTCCTATGTCTTATTGCCATGTGATACAg 
aattcTGTATCACATGGCAATAAGACATAGGAGGATCgagct 
pKL23-Patp9-
GccA 
AtPatp9(-487, GGat) F 
AtPatp9(-487, GGat) R 
cGATCCTCCTATGTCTTATTGGATTGTGATACAg 
aattcTGTATCACAATCCAATAAGACATAGGAGGATCgagct 
pKL23-Patp9-
GGat 
Patp9-487 
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AtPatp9(-487, caTA) F 
AtPatp9(-487, caTA) R 
cGATCCTCCTATGTCTTATTCATATGTGATACAg 
aattcTGTATCACATATGAATAAGACATAGGAGGATCgagct 
pKL23-Patp9-
caTA 
Pycf1-104 WT kurz F 
Pycf1-104 WT kurz R 
cATCCCTTTGGTGTCATTGACATAAGAGATGTCg 
aattcGACATCTCTTATGTCAATGACACCAAAGGGATgagct 
pKL23-ycf1-
104 Pycf1-104 
AtPycf1(-39,WT) F 
AtPycf1(-39,WT) R 
cGGAAAGTTGCAAAATCATCATATAATAATCCAg 
aattcTGGATTATTATATGATGATTTTGCAACTTTCCgagct pKL23-ycf1-39 Pycf1-39 
 
 
2.2.7.1.2 Synthese aufgeschmolzener Promotormatrizen 
Die Synthese von linearen und aufgeschmolzenen („bubble“) 70 bp-Patp9 und Patp8 Promo-
tor- und Nicht-Promotormatrizen erfolgte durch annealing der in Tabelle 10: aufgeführten 
Oligonukleotidpaare nach einem Protokoll von Matsunaga und Jaehning [2004]. Hierzu wur-
den jeweils 200 pmol der Oligonukleotide in 20 µl Reinstwasser für 6 min auf 96°C erhitzt 
und anschließend mit 0,1°C/sec auf 25°C in einem Peltier Thermal Cycler PTC-200 (Biozym) 
zurückgekühlt. Zur Überprüfung der annealing-Effizienz wurden die DNA-Fragmente mittels 
nativer PAGE (Kap. 2.2.3.2.4) analysiert. 
 
Tabelle 10: Zur Synthese von linearen und aufgeschmolzenen 70 bp-Patp9 und Patp8 Promotor- und 
Nicht-Promotormatrizen verwendete Oligonukleotidpaare. 
Name Sequenz (5’→ 3’) NEP-Promotor 
Patp9-239 lin F CCATCGATCTCACAAACTATCAATTTCATAAGAGAAGACGAAGACGGATCAAATTGAATAATCGAAGACC 
Patp9-239 lin R GGTCTTCGATTATTCAATTTGATCCGTCTTCGTCTTCTCTTATGAAATTGATAGTTTGTGAGATCGATGG 
Patp9-239 
Patp9-239 bubble F CCATCGATCTCACAAACTATCAATTTCATgcacatAGACGAAGACGGAT-CAAATTGAATAATCGAAGACC 
Patp9-239 lin R GGTCTTCGATTATTCAATTTGATCCGTCTTCGTCTTCTCTTATGAAATTGATAGTTTGTGAGATCGATGG 
Patp9-239 
Patp9-239 no prom bubble F CCATCGATCTCACAAACTATCAATTTGACGTTGTGAGACGAAGACGGATCAAATTGAATAATCGAAGACC 
Patp9-239 no prom bubble R GGTCTTCGATTATTCAATTTGATCCGTCTTCGTCTTCGGTGTAGAAATTGATAGTTTGTGAGATCGATGG 
- 
Patp8-2-228 lin F CCGTCAGATCTTTTTCCATACCATAACATATATAGAATCGATTTTCTTTTCTGATCGCTAGCCTGCCGCC 
Patp8-2-228 lin R GGCGGCAGGCTAGCGATCAGAAAAGAAAATCGATTCTATATATGTTATGGTATGGAAAAAGATCTGACGG 
Patp8-228 
Patp8-2-228 bubble F CCGTCAGATCTTTTTCCATACCATAACATAGTCGATGTCGATTTTCTTTTCTGATCGCTAGCCTGCCGCC 
Patp8-2-228 lin R GGCGGCAGGCTAGCGATCAGAAAAGAAAATCGATTCTATATATGTTATGGTATGGAAAAAGATCTGACGG 
Patp8-228 
 
2.2.7.1.3 Topoisomerase-Behandlung von Promotorkonstrukten 
Zur Entspannung negativ-superhelikaler DNA kam TopoisomeraseI aus E. coli (Fermentas) 
nach Angaben des Herstellers zum Einsatz. 10 µg des Promotorplasmids wurden mit 15 U 
TopoisomeraseI für 1 h bei 37°C inkubiert. Parallel wurde ein Reaktionsansatz ohne Topoi-
somerase mitgeführt. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms für 20 min bei 65°C folgte ein 
Protein–Verdau mit 0,54 U Proteinase K (Fermentas) für 1 h bei 37°C. Die Proteinase K wur-
de anschließend bei 70°C für 20 min hitzeinaktiviert. Zur Entfernung der eingesetzten Enzy-
me folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Die DNA wurde mit Ethanol aus der wässrigen 
Phase gefällt und 2 x mit 70% Ethanol gewaschen. Zur Analyse des Entspannungsgrades der 
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DNA wurde diese in 1%igen Agarosegelen aufgetrennt (Kap. 2.2.3.2.1), mit Ethidiumbromid 
nachgefärbt und durch UV-Transillumination (Gel Doc XR System, BioRad) visualisiert. 
2.2.7.1.4 Synthese von RNA-Matrizen 
Als unspezifische RNA-Matrize für die in vitro-Transkription diente ein RNA-
Längenstandard. Dieser wurde mit Hilfe des RNA Century Marker Template Sets (Ambion) 
durch Transkription mit T7-RNA-Polymerase (Maxi-Script Kit, Ambion) in Gegenwart von 
jeweils 0,5 mM UTP/ATP/GTP/CTP nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Die DNA-
Matrize wurde durch Behandlung mit DNaseI (Roche) verdaut. Nach Inaktivierung der DNa-
seI durch Zugabe von 0,5 µmol EDTA wurden nicht-inkorporierte Nukleotide mittels Mic-
roSpin G-50 Säulen (Amersham Biosciences) nach dem Protokoll des Herstellers abgetrennt. 
Zugesetzte Proteine wurden durch Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion und an-
schließende Ethanolpräzipitation entfernt. Die Konzentration des RNA-Standards wurde wie 
unter Kap. 2.2.3.1.4 beschrieben bestimmt und lag bei 55 ng/µl. 
2.2.7.2 In vitro-Synthese von Arabidopsis tRNAs 
Die Synthese von tRNAs wurde prinzipiell durchgeführt wie beschrieben bei Hanaoka et al. 
[2005]. Die Amplifikation der kodierenden Sequenzen aus Arabidopsis Gesamt-DNA erfolgte 
durch PCR (Kap. 2.2.3.3) mit den in Tabelle 11: aufgelisteten Oligonukleotidpaaren, die zu-
sätzlich die Generierung eines stromaufwärts liegenden T7-Promotors erlaubten. Die PCR-
Produkte wurden in den pDrive-Vektor (QIAGEN) kloniert und durch Sequenzierung über-
prüft. Anschließend erfolgte die erneute Amplifikation der tRNA-Sequenzen aus dem pDrive-
Konstrukt mit den in Tabelle 11: aufgelisteten Oligonukleotidpaaren durch Pfu-Polymerase 
(Fermentas). Die aufgereinigten PCR-Produkte (Kap. 2.2.3.2.1) wurden mit Hilfe des Ribo-
MAX Large Scale RNA Production Systems-T7 (Promega) nach Angaben des Herstellers in 
vitro transkribiert. Nach DNaseI-Verdau (Roche), Phenol-Chloroform-Extraktion und Isopro-
panolfällung wurden die Transkripte in Reinstwasser gelöst, auf denaturierenden Polyacryla-
midgelen (Kap. 2.2.3.2.3) aufgetrennt, ausgeschnitten und ü. N. bei 4°C unter Schütteln mit 
Elutionspuffer (0,3 M Natriumacetat pH 4,5; 0,1% SDS; 1 mM EDTA) aus dem Gelstück 
eluiert. Nach Isopropanolfällung wurden die RNAs in Reinstwasser gelöst. Unmittelbar vor 
Einsatz in in vitro-Transkriptionsassays (Kap. 2.2.7.3) oder EMSAs (Kap. 2.2.6) wurden die 
tRNAs für 3 min bei 70°C in 5 mM Hepes-Puffer denaturiert und bei 0,5°C/min abgekühlt. 
Um eine Mg2+-induzierte Selbsthydrolyse der tRNAs bei hohen Temperaturen zu vermeiden, 
wurden zur Unterstützung der korrekten Faltung 50 mM NaCl und 10 mM MgCl2 erst bei 
einer Temperatur von ca. 60°C zugegeben [Shi et al., 1998]. 
 
 
 
Tabelle 11: Zur Synthese von Arabidopsis tRNAs verwendete Oligonukleotide. Kleingeschriebene 
Nukleotide dienten der Generierung eines T7-Promotors. 
Oligonukleotid Sequenz (5’→ 3’) tRNA 
Ath trnVal fw 
Ath trnVal rev 
cagagatgcataatacgactcactataAGGGATATAACTCAGCGGTA 
TAGGGATAATCAGGCTCGAACTGATGACTT tRNA
Val 
Ath trnGlu fw 
Ath trnGlu rev 
cagagatgcataatacgactcactataGCCCCCATCGTCTAGTGGTT 
TACCCCCAGGGGAAGTCGAATCCCCGCTGC tRNA
Glu 
Ath trnGly fw 
Ath trnGly rev 
cagagatgcataatacgactcactataGCGGATATAGTCGAATGGTA 
GGCGGATAGCGGGAATCGAACCCGCGTCTT tRNA
Gly 
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2.2.7.3 In vitro-Transkriptionsassay 
Die Expression und Aufreinigung der eingesetzten rekombinanten Proteine erfolgte wie be-
schrieben unter Kap. 2.2.5.1.2 und Kap. 2.2.5.1.3. Als DNA-Matrize dienten die unter Kap. 
2.2.7.1.1 zusammengefassten mitochondrialen und plastidären Promotorkonstrukte. Die in 
vitro-Transkriptionsreaktionen wurden nach einem modifizierten Protokoll von Falkenberg et 
al. [2002] durchgeführt. Hierbei enthielt ein 15 µl Reaktionsansatz 9,4 mM Tris/HCl (pH 7,9), 
13,33 mM NaCl, 6,7 mM KCl, 6,7 mM MgCl2, 0,74 mM DTT, 0,067% (w/v) BSA, 6,6% 
Glycerin, 24 U RNase-Inhibitor, 400 oder 900 fmol rekombinante RNA-Polymerase und 200 
oder 300 ng lineare oder zirkuläre template-DNA. Die Zugabe möglicher Transkriptionsfakto-
ren oder Inhibitoren ist gegebenenfalls angezeigt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je-
weils 400 µM ATP, CTP und GTP, 20 µM unmarkiertem UTP und 10 µCi (RpoTm und 
RpoTp) beziehungsweise 0,5 µCi (RpoTmp) [α-32P]-UTP (3000 Ci/mmol) gestartet. Nach 
einer 60 minütigen Inkubation bei 28°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 115 µl RNA-
Extraktionspuffer (6 M Harnstoff; 360 mM NaCl; 20 mM EDTA; 10 mM Tris/HCl pH 8,0; 
1% (w/v) SDS) und 20 µl 2,25 M Natriumacetat (pH 5,2) gestoppt. Die Nukleinsäuren wur-
den mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert, aus der wässrigen Phase 
durch Zugabe von 375 µl Ethanol und 1 µl Glycogen (20 mg/ml) gefällt und mit 70%igem 
(v/v) Ethanol gewaschen. Die Transkripte wurden in 1 x Formamidladepuffer gelöst und 
durch denaturierende PAGE analysiert (Kap. 2.2.3.2.3). 
In in vitro-Transkriptionsassays mit aufgeschmolzenen/nicht-aufgeschmolzenen Promotor-
matrizen (Kap. 2.2.7.1.2) wurden 5 ng doppelsträngige (annealed) bzw. zur Kontrolle 2,5 ng 
einzelsträngige Oligonukleotide eingesetzt, in Assays mit RNA-Matrize (Kap. 2.2.7.1.4) 55 
ng. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Standardtranskriptionsreaktionen wurden unab-
hängig von der RNA-Polymerase gleiche Mengen [α-32P]-UTP (5 oder 10 µCi/Reaktion) ein-
gesetzt. Die Transkriptionsreaktion und Transkriptanalyse wurden ansonsten, falls nicht an-
ders vermerkt, durchgeführt wie oben beschrieben. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 In vitro-Transkription organellärer Promotoren durch Phagentyp-RNA-
Polymerasen aus Arabidopsis thaliana 
Zur Aufklärung der transkriptionellen Rollen der Phagentyp-RNA-Polymerasen RpoTm, 
RpoTmp und RpoTp in pflanzlichen Organellen sollten in vitro-Experimente zur Untersu-
chung der Transkription mitochondrialer und plastidärer Promotoren durch diese drei Enzyme 
durchgeführt werden. 
3.1.1 Das in vitro-Transkriptionssystem 
Die in in vitro-Transkriptionsstudien eingesetzten rekombinanten Phagentyp-RNA-
Polymerasen RpoTm, RpoTmp und RpoTp aus Arabidopsis thaliana wurden zunächst mit 
einem N-terminal fusionierten Thioredoxin (Trx)-Hexahistidin (His)-tag in E. coli exprimiert 
und über Nickelaffinitätschromatographie aufgereinigt (Kap. 2.2.5.1). Die Abbildung 8 A 
zeigt eine deutliche Anreicherung der rekombinanten Enzyme, deren Identität durch Immuno-
detektion des Hexahistidin-tags (Daten nicht gezeigt, Kap. 2.2.5.2.3) sowie verschiedener 
RpoT-spezifischer Proteindomänen (A. Weihe, unveröffentliche Daten) bestätigt wurde. 
Die rekombinanten RNA-Polymerasen sollten auf spezifische Erkennung und Transkription 
von organellären Promotoren untersucht werden. Eine Voraussetzung hierfür war die 
Kartierung zahlreicher Transkriptionsinitiationsorte im mitochondrialen und plastidären 
Genom von Arabidopsis thaliana [Kühn et al., 2005; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007]. Zur 
in vitro-Analyse wurde eine Vielzahl dieser kartierten organellären Promotorregionen 
stromaufwärts der zwei Rho-unabhängigen, bakteriellen Attenuatoren hisa und thra [Barnes 
und Tuley, 1983; Gardner, 1982] in den Vektor pKL23 [Liere und Maliga, 1999] inseriert (vgl. 
Abbildung 8 B, Kap. 2.2.7.1.1). Schon zuvor konnte gezeigt werden, dass diese 
Haarnadelschleifen ausbildenden Attenuationssequenzen als effektive Terminatoren einer 
Phagentyp-RNA-Polymerase wirken [Liere und Maliga, 1999]. Bei Einsatz zirkulärer pKL23-
Derivate in in vitro-Transkriptionsstudien mit rekombinanten Phagentyp-RNA-Polymerasen 
sollten demnach bei korrekter Initiation an den inserierten Promotoren und folgender 
Termination an hisa und/oder thra RNA-Transkripte mit einer definierten Länge entstehen. 
Zusätzlich wurden EcoRI-, HindIII- oder XhoI-linearisierte Promotorkonstrukte angeboten, 
die ebenfalls eine definierte Transkriptlänge erwarten ließen. Die Abbildung 8 B zeigt anhand 
des Beispiels des pKL23-Pycf1-Vektors ein typisches, in in vitro-Transkriptionsanalysen 
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eingesetztes Promotorkonstrukt. Da in vivo gehäuft multiple Promotoren stromaufwärts 
untersuchter organellärer Gene detektiert wurden, beinhalten die eingesetzten pKL23-
Derivate z. T. mehrere Transkriptionsinitiationsorte, die im Folgenden durch den Buchstaben 
„P“ (Promotor), gefolgt vom Gennamen und der Position des Initiationsnukleotids in Bezug 
auf den Beginn der kodierenden Sequenz oder reifen RNA bezeichnet wurden (hier: Pycf1-
104 und Pycf1-39). Der stromaufwärts der inserierten Promotorregionen liegende T7-
Promotor (PT7) wurde in in vitro-Transkriptionsassays durch keine der rekombinanten RNA-
Polymerasen erkannt (Daten nicht gezeigt) und in nachfolgenden Abbildungen ebenso wie 
PEP-abhängige Promotoren nicht dargestellt. 
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Abbildung 8: Komponenten des in vitro-Transkriptionssystems. (A) Aufreinigung der rekombinanten 
Phagentyp-RNA-Polymerasen RpoTm (Tm), RpoTmp (Tmp) und RpoTp (Tp) aus Arabidopsis ohne 
die durch TargetP [Emanuelsson et al., 2000] vorhergesagten Transitpeptide von 42, 104 und 95 Ami-
nosäuren. Die N-terminal mit einem Trx-His-tag fusionierten Enzyme wurden in E. coli exprimiert 
(Kap. 2.2.5.1.2.1), über Ni2+-NTA Agarose gereinigt (Kap. 2.2.5.1.3.1) und durch SDS-PAGE und 
Coomassie-Färbung des Gels analysiert (Kap. 2.2.5.2.2). Parallel wurde ein Molekulargewichtsmarker 
(M) aufgetragen; die Größen sind in kD angezeigt. Die rekombinanten Enzyme sind durch einen Pfeil 
markiert und korrespondieren in der Größe mit den durch ProtParam 
(http://expasy.org/tools/protparam.html) vorhergesagten Molekulargewichten von 117 kD für RpoTm, 
116 kD für RpoTmp und 115 kD für RpoTp. (B) Schematische Darstellung des Vektors pKL23-Pycf1. 
Zur Konstruktion von pKL23-Pycf1 wurde ein 250 bp Fragment aus Arabidopsis cpDNA (grauer Bal-
ken), das die Promotoren Pycf1-39 und Pycf1-104 enthält, über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen 
in pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkripte bei Initiation an den inserierten Promotoren (gebogene 
Pfeile) gefolgt von einer Termination an den bakteriellen Attenuatoren hisa oder thra (gemusterte Bal-
ken) oder an der für die Linearisierung verwendeten Restriktionsschnittstelle HindIII sind durch hori-
zontale graue Pfeile gekennzeichnet. Entsprechende Transkriptlängen sind angezeigt. Die Position 
eines T7-Promotors (PT7) und die Terminationsorte innerhalb von hisa/thra (schwarze Pfeilspitzen) 
sind markiert. Die Lage der für die Bestimmung von Transkript-5’-Enden verwendeten Oligonukleoti-
de P2hisa (2) und P3hisa (3) innerhalb der hisa-Region sind angezeigt. 
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Die initialen Arbeiten zur Etablierung eines in vitro-Transkriptionssystems mit rekombinanten 
Phagentyp-RNA-Polymerasen wurden in enger Zusammenarbeit mit Frau K. Kühn durchge-
führt [Kühn, 2005]. Zur vergleichenden Charakterisierung der Rolle aller drei Phagentyp-
RNA-Polymerasen, sollten in dieser Arbeit RpoTm, RpoTp und RpoTmp auf promotorspezi-
fische Transkription sowohl mitochondrialer als auch plastidärer pKL23-Promotorderivate 
untersucht werden. 
3.1.2 Selektive Erkennung mitochondrialer Promotoren durch Phagentyp-RNA-
Polymerasen in vitro 
Kürzlich konnten Kühn et al. [2005] zeigen, dass die Mehrzahl der in vivo kartierten mito-
chondrialen Promotoren von der früher für dikotyle Pflanzen beschriebenen Nonanukleotid-
sequenz abweicht (vgl. Kap. 1.2.3.2). Um die Fähigkeit der organellären Phagentyp-
Polymerasen zur Erkennung dieser diversen mitochondrialen Promotorsequenzen zu verglei-
chen, wurden Konsensustyp sowie bislang nicht bekannte Promotormotive im in vitro-
Transkriptionsassay untersucht. 
Anfänglich durchgeführte in vitro-Transkriptionsexperimente zeigten zunächst eine im Ver-
gleich zu RpoTm und RpoTp hohe unspezifische RNA-Polymeraseaktivität von RpoTmp an 
superhelikalen DNA-Matrizen (Daten nicht gezeigt). Die hohe Aktivität von RpoTmp deutete 
sich bereits in Experimenten zum unspezifischen Einbau von [α-32P]-UMP in Transkripte vom 
superhelikalen pKL23-Vektor an [Kühn, 2001]. Um eine bessere Darstellbarkeit der radioak-
tiven Transkripte in den Autoradiogrammen zu ermöglichen, wurde für die im Folgenden be-
schriebenen Experimente in den Studien mit RpoTmp lediglich 1/20 der in Versuchen mit 
RpoTm und RpoTp verwendeten [α-32P]-UTP-Menge eingesetzt. 
Viele mitochondriale Promotoren zeichnen sich durch eine YRTA-Konsensussequenz aus und 
ähneln damit plastidären Typ Ia-NEP-Promotoren (vgl. Kap. 1.2.3.2). Es sollten daher für die 
vergleichende Analyse der Phagentyp-Polymerasen zunächst Promotoren mit einer solchen 
YRTA-Kernsequenz untersucht werden. Die rekombinanten Enzyme RpoTm, RpoTmp und 
RpoTp wurden dementsprechend auf promotorspezifische Transkription der Vektoren pKL23-
Patp8-A, pKL23-Prrn18 und pKL23-Pcox2 mit den unter Abbildung 9 B dargestellten Pro-
motoren untersucht (Abbildung 9 A). Die angebotenen Promotorsequenzen weisen typische 
YRTA-Motive (Prrn18-156, Pcox2-210, Patp8-157, Patp8-228/226), aber auch eine alternati-
ve Promotor-Kernsequenz auf (Prrn18-69; vgl. dargestellte Promotorsequenzen in Tabelle 
13). Die Promotorkonstrukte wurden in zirkulär-superhelikaler (Spuren „ccc“) und linearisier-
ter (Spuren „lin“) Form angeboten. Wie bereits von Kühn gezeigt, war RpoTm zur korrekten 
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Initiation an vielen der angebotenen Promotoren auf superhelikalen Vektoren fähig [Kühn, 
2005]. 
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Abbildung 9: Unterschiedliche transkriptionelle Eigenschaften rekombinanter Phagentyp-RNA-
Polymerasen aus Arabidopsis. (A) RpoTm (m), RpoTmp (mp) und RpoTp (p) wurden auf promotor-
spezifische Transkription von den Vektoren pKL23-Patp8-A, pKL23-Prrn18 und pKL23-Pcox2 getes-
tet. Die DNA-templates (Temp) wurden sowohl in superhelikal-zirkulärer (ccc) als auch in linearer 
(lin) Form angeboten. Aufgrund der hohen Aktivität von RpoTmp wurden Reaktionen, die dieses En-
zym enthielten, mit 1/20 der [α-32P]-UTP-Menge angesetzt, wie Reaktionen mit RpoTm und RpoTp. 
Markierte RNA-Produkte wurden auf 5%igen Sequenzgelen parallel zu einem RNA-Längenstandard 
aufgetrennt (Angaben in nt) und durch Autoradiographie detektiert. Spezifische RNA-Produkte sind 
durch Pfeilspitzen angezeigt und wurden nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden [Kühn, 2005] 
der Initiation an den entsprechenden Promotoren gefolgt von einer Termination an hisa (Signal P-hisa) 
und thra (Signal P-thra) zugeordnet. Bei den mit P*-345-hisa und P*-345-thra gekennzeichneten Sig-
nalen handelt es sich um nicht-spezifisch initiierte pKL23-Pcox2 Transkripte. (B) Schematische Dar-
stellung der Vektoren pKL23-Patp8-A, pKL23-Prrn18 und pKL23-Pcox2. Die erwarteten Transkripte 
bei Initiation an den inserierten Promotoren gefolgt von einer Termination an den bakteriellen Attenu-
atoren hisa oder thra oder an den für die Linearisierung verwendeten Restriktionsschnittstellen EcoRI 
(E) oder XhoI (X) sind durch horizontale graue Pfeile gekennzeichnet. Entsprechende Transkriptlän-
gen sind angezeigt. Symbole wie in Abbildung 8 B. 
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Bei der Transkription des superhelikalen Vektors pKL23-Patp8-A mit den Promotoren Patp8-
157 und Patp8-228/226 durch RpoTm konnten zwei Transkripte detektiert werden (Abbildung 
9 A, Panel pKL23-Patp8-A, Spur 5; durch Pfeilspitzen angezeigt). Diese Produkte wiesen die 
für eine Initiation am Patp8-228/226-Promotor und folgender Termination an hisa (untere 
Bande) bzw. thra (obere Bande) erwarteten Längen auf. Eine anschließende Bestimmung der 
RNA-5’-Enden durch 5’-RACE (Kap. 2.2.3.8) zeigte in der Tat eine spezifische Initiation der 
Transkription durch RpoTm an Patp8-228/226. Dagegen konnten keine spezifisch an Patp8-
157 initiierten Transkripte im Autoradiogramm nachgewiesen werden. 
Auch von den weiteren angebotenen Promotorkonstrukten pKL23-Prrn18 und pKL23-Pcox2 
wurden an den inserierten Promotoren durch RpoTm spezifische Transkripte synthetisiert 
(Abbildung 9 A, Panele pKL23-Prrn18 und pKL23-Pcox2, Spuren 5). Die einzige Ausnahme 
bildete der Nicht-Konsensustyp-Promotor Prrn18-69, der anscheinend nicht von RpoTm er-
kannt wurde. Ein zusätzliches Transkript (P*), das einer Initiation an keinem der in vivo be-
stimmten Startpunkte entsprach, wurde am Vektor pKL23-Pcox2 synthetisiert und einer Initi-
ation an P*cox2-345 zugeordnet. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um ein Artefakt der 
in vitro-Transkription, da die Sequenz der entsprechenden Region starke Ähnlichkeit zu mito-
chondrialen Promotoren aufweist (vgl. Sequenz in Tabelle 13). 
Erstaunlicherweise wurden alle hier untersuchten, von RpoTm transkribierten mitochondria-
len Promotoren ebenfalls von dem ausschließlich plastidärlokalisierten Enzym RpoTp erkannt 
(Abbildung 9 A, Spuren 6). Die Synthese spezifischer Transkripte an den angebotenen mito-
chondrialen Promotoren war jedoch beim Vergleich des Verhältnisses zufällig initiierter 
Transkripte zu spezifischen Transkripten etwas weniger effizient als durch RpoTm. Besonders 
deutlich wird dies beim Vergleich der Mengen spezifischer am Prrn18-156 Promotor initiier-
ter Produkte (Abbildung 9 A, Panel pKL23-Prrn18, Spur 6). Interessanterweise konnte für das 
dual lokalisierte Enzym RpoTmp nur eine sehr hohe, jedoch unspezifische Transkription der 
angebotenen DNA-Matrizen nachgewiesen werden (Abbildung 9 A, Spuren 7). 
Die Ergebnisse demonstrieren zudem, dass eine Voraussetzung für die promotorspezifische 
Transkription durch RpoTm und RpoTp das Angebot einer superhelikalen DNA-Matrize war. 
Linearisierte Vektorkonstrukte lieferten ausschließlich geringe Mengen an hochmolekularen, 
unspezifischen Produkten (Abbildung 9 A, Spuren „lin“). Ähnliche Resultate wurden von 
Liere und Maliga [1999] in Versuchen mit transkriptionsaktiven Chloroplasten-Extrakten er-
zielt, in denen angebotene Promotoren ebenfalls von superhelikalen, nicht aber von linearen 
DNA-Matrizen spezifisch transkribiert wurden. 
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Zur genaueren Charakterisierung der transkriptionellen Eigenschaften von RpoTp im Ver-
gleich zu RpoTm und RpoTmp wurden weitere in vitro-Transkriptionsexperimente durchge-
führt. Es wurden zusätzliche mitochondriale Promotoren mit einer YRTA-Kernsequenz 
(Patp6-1-156, Patp6-1-200, PtrnM-98, Prrn26-893), aber auch verstärkt Promotoren mit al-
ternativen Sequenzen getestet (Patp6-2-436, Patp6-2-507, Patp9-487, Patp9-652, Patp6-1-
916/913; Abbildung 10, s. Tabelle 13 für Promotorsequenzen und in vivo Initiationssorte). Die 
drei rekombinanten Enzyme wurden auf spezifische Transkription der Vektoren pKL23-
Patp6-1-A, pKL23-Prrn26, pKL23-PtrnM, pKL23-Patp6-2, pKL23-Patp9 und pKL23-Patp6-
1-B mit den oben beschriebenen Promotoren untersucht. Wiederum wurden auch hier bei An-
gebot linearer DNA-Matrizen keine spezifischen Produkte durch die Phagentyp-RNA-
Polymerasen synthetisiert (Daten nicht gezeigt). Von den superhelikalen Matrizen dagegen 
wurden sowohl durch RpoTm als auch durch RpoTp spezifische Transkripte an den meisten 
der oben genannten Promotoren erzeugt (Abbildung 10 A, Spuren 1 und 2). Besonders über-
raschend war hierbei die Erkennung einiger Nicht-Konsensustyp-Promotoren durch RpoTp, 
da bislang keine plastidären Promotoren mit ähnlichen Kern-/Erkennungssequenzen bekannt 
sind. Allerdings war die Effizienz der RNA-Synthese durch RpoTm und RpoTp von einigen 
der angebotenen Promotoren nur gering (Prrn26-893, PtrnM-98, Patp9-487, Patp6-1-
916/913). Der Patp6-1-156-Promotor, der eine starke Ähnlichkeit zu den untersuchten Patp8-
157- und Patp9-239-Promotoren aufweist, wurde wie diese durch keine der RpoTs erkannt 
(vgl. Abbildung 9, Daten nicht gezeigt). Ebenfalls nicht erkannt wurde der Promotor Patp9-
652, der keine signifikante Ähnlichkeit zu anderen untersuchten Promotoren besitzt 
(Abbildung 10 A, Panel pKL23-Patp9). 
Beim Vergleich der spezifisch durch RpoTm und RpoTp synthetisierten RNAs fällt ein deutli-
cher Unterschied bei der Erkennung des YRTA-Promotors Patp6-1-200 auf, der wesentlich 
effizienter von RpoTm als von RpoTp transkribiert wurde (Abbildung 10 A, Panel pKL23-
Patp6-1-A, Spuren 1, 2). Dieser Effekt wurde bereits bei der Transkription des Prrn18-156-
Promotors (Abbildung 9) gesehen, der eine große Ähnlichkeit mit dem hier untersuchten 
Patp6-1-200-Promotor aufweist. Umgekehrt zeigte RpoTp eine im Vergleich zu RpoTm stär-
kere Transkription von PtrnM-98 (Panel pKL23-PtrnM, Spur 2). Abgesehen davon konnte 
jedoch kein signifikanter Unterschied in der Promotorerkennung durch RpoTm und RpoTp 
beobachtet werden. RpoTmp dagegen zeigte wiederum eine sehr hohe, jedoch vorwiegend 
unspezifische Transkription der angebotenen DNA-Matrizen. Überraschenderweise konnte 
erstmals eine, wenn auch äußerst geringe, Synthese spezifischer Transkripte durch RpoTmp 
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von den Promotoren Patp6-1-200, Patp6-2-436, Patp6-2-507 und Patp6-1-916/913 beobachtet 
werden (Panele pKL23-Patp6-2 und pKL23-Patp6-1-A und B, Spuren 3). 
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Abbildung 10: Untersuchung von RpoTm (Tm), RpoTmp (Tmp) und RpoTp (Tp) auf promotorspezifi-
sche Transkription von den zirkulär-superhelikalen Vektoren pKL23-Patp6-1-A, pKL23-Prrn26, 
pKL23-PtrnM, pKL23-Patp6-2, pKL23-Patp9 und pKL23-Patp6-1-B. (A) In vitro-Transkription. Spe-
zifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und wurden nach der Bestimmung der 
Transkript-5’-Enden [vgl. Abbildung 12, Kühn, 2005] der Initiation an den gekennzeichneten Promo-
toren gefolgt von einer Termination an hisa (Signal P-hisa) und thra (Signal P-thra) zugeordnet. 
Transkriptanalyse und Beschriftung wie beschrieben in Abbildung 9 A. (B) Schematische Darstellung 
der unter (A) untersuchten Promotorsequenzen. Die inserierten Promotoren wurden über SacI/PstI-
Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Symbole wie in Abbildung 8 B. Darstellung nicht maß-
stabsgetreu. Erwartete Transkriptlängen sind in der nachfolgenden Tabelle angezeigt: 
 
Erwartete Transkriptlänge bei Termination an: Konstrukt Promotor hisa thra 
Patp6-1-156 279 nt 349 nt pKL23-Patp6-1-A Patp6-1-200 323 nt 393 nt 
pKL23-Patp6-1-B Patp6-1-916/913 369/366 nt 439/436 nt 
Patp9-487 233 nt 303 nt pKL23-Patp9 Patp9-652 398 nt 468 nt 
pKL23-PtrnM PtrnM-98 258 nt 328 nt 
pKL23-Prrn26 Prrn26-893 203 nt 273 nt 
Patp6-2-507 421 nt 491 nt pKL23-Patp6-2 Patp6-2-436 350 nt 420 nt 
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Die bei der Transkription des pKL23-Patp6-1-B-Vektors sehr stark sichtbaren hochmolekula-
ren RNAs (Abbildung 10 A) wurden unabhängig von der spezifischen Promotorerkennung in 
allen in vitro-Transkriptionsexperimenten beobachtet (nicht dargestellt). Es handelt sich hier-
bei wahrscheinlich um nicht-spezifisch auf dem Plasmid initiierte RNAs und/oder um spezifi-
sche Transkripte, die nicht effizient an hisa/thra terminiert wurden. Letzteres spielt jedoch 
vermutlich eine untergeordnete Rolle, da dieses Phänomen auch bei der unspezifischen 
Transkription des pKL23-Vektors (ohne inserierte Promotoren) durch RpoTm, RpoTmp und 
RpoTp auftrat (Daten nicht gezeigt) und auch in in vitro-Transkriptionsstudien mit mito-
chondrialen Extrakten gesehen wurde [Binder et al., 1995; Hanic-Joyce und Gray, 1991; Rapp 
und Stern, 1992]. In den Autoradiogrammen zusätzlich zu den spezifischen Produkten auftre-
tende Signale beruhen wahrscheinlich ebenfalls auf unspezifisch initiierten Transkripten oder 
einem möglicherweise veränderten Laufverhalten spezifischer RNA-Produkte. 
Gelegentlich wurde eine leichte Diskrepanz zwischen den erwarteten und den tatsächlichen 
Längen der Transkripte beobachtet. Da die Initiationsorte durch eine zusätzlich durchgeführte 
Bestimmung der 5’-Enden mittels 5’-RACE-Analyse [Bensing et al., 1996; Kühn et al., 2005] 
jedoch eindeutig zugewiesen werden konnten und keine weiteren signifikanten Startpunkte 
auftraten, beruht dieser Unterschied wahrscheinlich auf einem durch Sekundärstrukturen ver-
ursachten veränderten Laufverhalten der Transkripte im Vergleich zum RNA-Längenstandard. 
 
Makroarray-Analysen der mitochondrialen Genexpression einer Arabidopsis T-DNA-
Insertionsmutante des RpoTmp-Gens, zeigten nach Lichtinduktion 6 Tage alter Keimlinge im 
Vergleich zum Wildtyp eine Reduktion der Expression des atp1-Gens um etwa 50%, wogegen 
keine weiteren mitochondrialen Gene veränderte Expressionsniveaus aufwiesen [Baba et al., 
2004]. Kühn et al. [2005] konnten durch Bestimmung in vivo genutzter Transkriptionsinitiati-
onsorte zwei Promotoren für das atp1-Gen detektieren. Es handelt sich hierbei um die Promo-
toren Patp1-1847 und Patp1-1898, die in ihrer, die Transkriptionsinitiationsregion betreffen-
den Sequenz, eine starke Ähnlichkeit zu den in vitro bereits untersuchten Promotoren Patp9-
239 und Prrn26-893 bzw. Patp9-295 und Pcox2-210 aufweisen (vgl. dargestellte Promotorse-
quenzen in Tabelle 13). Obwohl RpoTmp bislang keine spezifische Erkennung der Patp9, 
Pcox2-210 und Prrn26-893 Promotoren in vitro zeigte (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10), 
sollte eine mögliche Rolle von RpoTmp an der Expression des atp1-Gens in in vitro-
Transkriptionsassays überprüft werden. Der Vektor pKL23-Patp1, der die Promotoren Patp1-
1847 und Patp1-1898 beinhaltet, wurde auf spezifische Transkription durch RpoTmp sowie 
durch RpoTm und RpoTp getestet (Abbildung 11). Trotzdem sowohl RpoTm als auch RpoTp 
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RNAs der erwarteten Größe synthetisierten (Abbildung 11 A, Spuren 1 und 2), zeigte 
RpoTmp keine spezifische Promotorerkennung (Spur 3). 
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Abbildung 11: In vitro-Transkription der mitochondrialen Promotoren Patp1-1947 und Patp1-1898. 
(A) RpoTm (Tm), RpoTp (Tp) und RpoTmp (Tmp) wurden auf promotorspezifische Transkription des 
superhelikalen Vektors pKL23-Patp1 getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen 
angezeigt und wurden nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden (s. Abbildung 12) der Initiation 
an Patp1-1947 und Patp1-1898 gefolgt von einer Termination an hisa und thra zugeordnet. Transkript-
analyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. Auf einem Gel, jedoch nicht direkt nebeneinander 
aufgetrennte RNAs sind durch eine durchgezogene Linie separiert. (B) Schematische Darstellung des 
eingesetzten Vektors. Zur Konstruktion von pKL23-Patp1 wurde ein ~170 bp-mtDNA-Fragment, das 
die Promotoren Patp1-1947 und Patp1-1898 enthält, über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in 
pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkripte bei Initiation an den inserierten Promotoren gefolgt von 
einer Termination an hisa oder thra und entsprechende Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbo-
le wie in Abbildung 8 B. 
 
Um die genauen 5’-Enden der durch die rekombinanten Enzyme RpoTm und RpoTp vom 
pKL23-Patp1-Vektor in vitro synthetisierten RNA-Transkripte zu bestimmen, wurde wieder-
um eine modifizierte 5’-RACE-TAP-Technik angewandt (Kap. 2.2.3.8). Die 5’-Triphosphate 
der Transkripte wurden hierbei zunächst durch Behandlung mit tobacco acid pyrophosphatase 
(TAP) in Monophosphate umgewandelt. Die 5’-Monophosphat-tragenden RNAs sind Substra-
te der RNA-Ligase, was die Ligation eines RNA-Linkers an das 5’-Ende der Transkripte er-
möglichte. Die ligierten Transkripte wurden nun einer RT-PCR unterzogen und durch Agaro-
segelelektrophorese analysiert (+L). Als Kontrolle in der RT-PCR dienten 
Transkriptionsprodukte, die nicht mit dem RNA-Linker ligiert wurden (-L), um eventuelle 
unspezifische Amplifikationsprodukte mitgeführter DNA-Matrizen von Transkript-
abhängigen Produkten zu unterscheiden. Eine Illustration der für RpoTm und RpoTp be-
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stimmten 5’-Termini der vom pKL23-Patp1-Vektor synthetisierten Transkripte findet sich in 
Abbildung 12. 
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Abbildung 12: 5’-RACE der in vitro von RpoTm (links) und RpoTp (rechts) synthetisierten RNA von 
zirkulärem pKL23-Patp1 (vgl. Abbildung 10 B). (A) Transkripte mit einem ligierten 5’-RNA-Linker 
(+L) und als Kontrolle nicht-ligierte Transkripte (-L) wurden einer RT-PCR unterzogen (Kap. 2.2.3.8). 
Die PCR-Produkte wurden parallel zu einem DNA-Längenstandard (M; Angaben in bp) in Agarosege-
len aufgetrennt, kloniert und sequenziert. Die dem 5’-Ende entsprechenden Signale sind durch den 
dazugehörigen Promotornamen und Initiationsort gekennzeichnet. (B) Die Chromatogramme zeigen 
eine typische Sequenz an der Ligationsstelle klonierter 5’-RACE-Produkte. Der RNA-Linker sowie 
das Transkript-5’-Ende sind angezeigt. Unterhalb der Chromatogramme sind die mitochondrialen 
Promotorsequenzen Patp1-1947 und Patp-1-1847 dargestellt. Die in vivo detektierten Transkriptions-
initiationsorte sind unterstrichen, die in vitro bestimmten durch einen gebogenen Pfeil gekennzeichnet. 
Promotorkernsequenzen sind fett gedruckt. (C) Tabelle der durch Klonierung und Sequenzierung von 
5’-RACE-Produkten detektierten 5’-Enden der durch RpoTm und RpoTp synthetisierten Transkripte. 
In vitro detektierte Initiationsorte, die exakt den in vivo bestimmten Transkript-5’-Enden (unterstri-
chen) entsprechen, sind in der Sequenz durch dunkelblaue Großbuchstaben dargestellt, alternative in 
vitro-Startpunkte in hellblauen Großbuchstaben. Die Anzahl der sequenzierten Klone für jeden Promo-
tor sowie die Initiationshäufigkeit an den angegeben Nukleotiden sind farblich entsprechend angege-
ben. 
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Beide RNA-Polymerasen lieferten Transkripte deren 5’-Endbestimmung zu zwei RT-PCR-
Produkten der erwarteten Größe führte (A). Die Sequenzierung der PCR-Produkte zeigte, dass 
für RpoTm die Mehrzahl der Transkript-5’-Enden exakt den in vivo detektierten Initiations-
orten an Patp1-1847 und Patp1-1898 entsprach, während RpoTp eine leichte Ungenauigkeit 
zeigte und häufig an Nukleotiden 1-3 Positionen stromabwärts der in vivo-Startpunkte initiier-
te (B, C). Eine gewisse Ungenauigkeit des rekombinanten Enzyms RpoTm bei der Initiation 
an den Promotoren Patp6-2-436 und Patp6-2-507 wurde ebenfalls von Kühn [2005] beobach-
tet und könnte auf einer leichten Unspezifität der RpoTs für das Initiationsnukleotid in vitro 
beruhen oder aber auf einer Degradation einzelner Nukleotide am 5’-Ende synthetisierter 
RNAs. 
Eine vollständige Übersicht der Ergebnisse der in vitro-Transkription untersuchter mito-
chondrialer und auch nachfolgend untersuchter plastidärer Promotoren (Kap. 3.1.3) ist in der 
Tabelle 13 dargestellt. 
3.1.3 Selektive Erkennung plastidärer Promotoren durch Phagentyp-RNA-Polymerasen in 
vitro 
Entsprechend der in vitro-Analyse mitochondrialer Promotoren (Kap. 3.1.2) sollten plastidäre 
Promotoren aus Arabidopsis auf spezifische Erkennung durch die rekombinanten Enzyme 
RpoTm, RpoTmp und RpoTp getestet werden. Durch die kürzlich erfolgte Kartierung in vivo 
genutzter PEP-unabhängiger Transkriptionsinitiationsorte im plastidären Genom von Arabi-
dopsis [Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007] standen zahlreiche Promotorsequenzen für die in 
vitro-Untersuchungen zur Verfügung. 
Die untersuchten pKL23-Derivate enthielten die Typ Ia NEP-Promotoren Prps4-151, PatpB-
318, PaccD-252 und Pycf1-104, die Typ Ib NEP-Promotoren PrpoB-300, PaccD-172, Prps15-
139 und Pycf1-39, den Prrn16-139-Pc-Promotor oder den Typ II NEP-Promotor PclpP-58 (s. 
Tabelle 13 für Promotorsequenzen und in vivo Initiationsorte). Die pKL23-Derivate wurden 
zunächst in linearisierter und superhelikaler Form angeboten. Da jedoch keine spezifische 
Transkription von linearen Matrizen detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurden 
die zu einem späteren Zeitpunkt untersuchten Promotorkonstrukte pKL23-Prps4, pKL23-
PatpB, pKL23-Pycf1-104, pKL23-Prps15 lediglich in superhelikaler Form eingesetzt. 
Im Gegensatz zur in vitro-Transkription mitochondrialer Promotoren führten die meisten der 
untersuchten plastidären Promotoren nicht zur Synthese spezifischer RNAs. Auch die Be-
stimmung der 5’-Enden in vitro-synthetisierter Transkripte durch 5’-RACE-Analysen (vgl. 
Abbildung 12) zeigte lediglich eine leichte Präferenz von RpoTp für eine spezifische Initiati-
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on. So konnten z. B. für den PrpoB-300 Promotor von 14 sequenzierten Klonen nur vier mit 
spezifischer Initiation nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt; vgl. auch Abbildung 28). 
Darüber hinaus zeigten sich viele scheinbar zufällige Startpunkte der Transkription, ohne da-
bei auf einen alternativen Promotor hinzuweisen. 
Eine Ausnahme bildete der YRTA-Promotor Pycf1-39 auf dem Vektor pKL23-Pycf1, der so-
wohl bei der Transkription durch RpoTp als auch durch das mitochondriale Enzym RpoTm 
zur Synthese von RNAs der erwarteten Länge führte (Abbildung 13, Panel pKL23-Pycf1, 
Spuren 1 und 2). 5’-RACE-Analysen der in in vitro-Transkriptionsassays entstandenen RNAs 
ordneten die 5’-Enden einer Initiation an Pycf1-39 zu (Abbildung 14, Panel pKL23-Pycf1). 
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Abbildung 13: In vitro-Transkription der plastidären Promotoren Pycf1-39 und Pycf1-104. (A) RpoTm 
(Tm), RpoTp (Tp) und RpoTmp (Tmp) wurden auf promotorspezifische Transkription von den su-
perhelikalen Vektoren pKL23-Pycf1 (links) und pKL23-Pycf1-104 (rechts) getestet. Spezifische RNA-
Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und wurden nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden 
(Abbildung 14) der Initiation an Pycf1-39 bzw. Pycf1-104 gefolgt von einer Termination an hisa und 
thra zugeordnet. Transkriptanalyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. (B) Schematische Darstel-
lung der eingesetzten Vektoren. Zur Konstruktion von pKL23-Pycf1 vgl. Abbildung 8 B. Zur Kon-
struktion von pKL23-Pycf1-104 wurde ein 32 bp-cpDNA-Fragment, das den Promotor Pycf1-104 ent-
hält, über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkriptlängen 
sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. 
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Eine Initiation an dem ebenfalls auf diesem Konstrukt liegenden Pycf1-104-Promotor war 
weder durch Detektion spezifischer Signale in der in vitro-Transkription noch durch 5’-RACE 
eindeutig nachzuweisen. Da die Möglichkeit bestand, dass bei Anwesenheit zweier Promoto-
ren auf einem Vektorkonstrukt (vgl. Abbildung 13 B, links) einer präferentiell transkribiert 
wird oder gering abundante Transkripte aufgrund ähnlicher Größe von anderen Signalen über-
deckt werden, wurde ein zweites pKL23-Derivat kloniert, das lediglich den Pycf1-104 Promo-
tor beinhaltete. Durch das Angebot des erhaltenen Konstrukts pKL23-Pycf1-104 konnte nun 
eindeutig eine Transkription des Pycf1-104-Promotors durch RpoTp und RpoTm nachgewie-
sen werden (Abbildung 13, Panel pKL23-Pycf1-104, Spuren 1 und 2). Die durch 5’-RACE 
bestimmten Initiationsorte bestätigten die korrekte Initiation durch beide Enzyme (Abbildung 
14, Panel pKL23-Pycf1-104). Das Enzym RpoTmp zeigte dahingegen keine Präferenz für 
einen der angebotenen Promotoren (Abbildung 13, Spuren 3). 
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Abbildung 14: 5’-RACE der in vitro durch RpoTp synthetisierten RNA von zirkulärem pKL23-Pycf1 
(links) und pKL23-Pycf1-104 (rechts, vgl. Abbildung 13). (A) Transkripte mit einem ligierten 5’-
RNA-Linker (+L) und als Kontrolle nicht-ligierte Transkripte (-L) wurden einer RT-PCR unterzogen. 
Die PCR-Produkte wurden parallel zu einem DNA-Längenstandard (M; Angaben in bp) in Agarosege-
len aufgetrennt. Das dem 5’-Ende entsprechende Signal ist durch den dazugehörigen Promotornamen 
und Initiationsort gekennzeichnet. (B) Die Chromatogramme zeigen eine typische Sequenz der klo-
nierten 5’-RACE-Produkte. Unterhalb der Chromatogramme sind die plastidären Promotorsequenzen 
Pycf1-39 und Pycf1-104 dargestellt. Beschriftung und Symbole wie in Abbildung 12. 
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3.1.4 In vitro-Studien zur Transkription plastidärer tRNA-Gene 
Die meisten plastidären tRNAs werden durch die plastidär kodierte RNA-Polymerase (PEP) 
an stromaufwärts liegenden -10/-35-Promotoren transkribiert. Einige tRNAs scheinen jedoch 
weder PEP- noch bekannte NEP-Promotoren in ihrem 5’-flankierenden Bereich zu besitzen 
[Übersicht in Marechal-Drouard et al., 1993]. Für einige dieser tRNAs konnte selbst bei Dele-
tion des 5’-flankierenden Bereichs eine Transkriptakkumulation beobachtet werden [Gruissem 
et al., 1986], so dass vermutet wird, dass diese Gene möglicherweise Promotoren innerhalb 
der kodierenden Sequenz besitzen (vgl. Kap. 1.2.3.1). Bislang ist ungeklärt, wie und durch 
welche RNA-Polymerase diese Gene transkribiert werden. 
Neue Studien an translationsinhibierten Plastiden aus Keimlingen und Samen von Arabidopsis 
zeigten trotz der Abwesenheit von PEP eine Akkumulation einiger tRNAs (M. Swiatecka-
Hagenbruch, unveröffentliche Daten). Die Bestimmung von Transkriptionsinitiationsorten 
deutete für einige dieser plastidären tRNAs (trnV-UAC, trnM-CAU, trnL-UAA, trnE-UUC, 
trnG-UCC, trnG-GCC) auf eine Initiation am ersten Nukleotid der kodierenden Sequenz (+1) 
hin. Zusätzlich wurde für das trnG-Gen, welches für tRNAGly (UCC) kodiert, neben einem 
PEP-Promotor (P-3), ein möglicherweise NEP-abhängiger Promotor an Position -15/-13 de-
tektiert (M. Swiatecka-Hagenbruch, unveröffentliche Daten). 
Um zu überprüfen, ob möglicherweise Phagentyp-RNA-Polymerasen in die Transkription 
dieser tRNAs involviert sind, wurden in in vitro-Transkriptionsstudien verschiedene tRNA-
Gene auf Transkription durch die rekombinanten Phagentyp-RNA-Polymerasen an internen 
Promotoren untersucht. Hierzu wurden die kodierenden Bereiche der plastidären tRNAs trnM, 
trnE, trnT (~ Position -90 bis +130 bezogen auf den Start der kodierenden Sequenz) in den 
pKL23-Vektor inseriert. Da für mitochondriale tRNA-Gene keine Transkription an internen 
Promotoren bekannt ist, wurden zur Kontrolle zusätzlich die kodierenden Sequenzen des mt-
trnS und mt-trnY,E-Gens (Position -70 bis +152 bzw. -36 bis +203) inseriert. Die erhaltenen 
Konstrukte pKL23-cp-trnM, pKL23-cp-trnE, pKL23-cp-trnT, pKL23-cp-trnG, pKL23-mt-
trnS und pKL23-mt-trnY,E wurden in superhelikaler Form auf spezifische Transkription durch 
RpoTm, RpoTmp und RpoTp untersucht. 
Die in vitro-Studien ergaben weder für die plastidären noch für die mitochondrialen tRNA-
Gene einen Hinweis auf die spezifische Transkription an Position +1 (Daten nicht gezeigt). 
Allerdings konnte ein unmittelbar vor der kodierenden Sequenz liegender Bereich die 
Transkription des trnG-Gens durch die RNA-Polymerasen RpoTp und RpoTm stimulieren 
(Abbildung 15 A, Spuren 1 und 2).  
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Abbildung 15: In vitro-Transkription des plastidären Promotors PtrnG-15/13. (A) RpoTm (Tm), 
RpoTp (Tp) und RpoTmp (Tmp) wurden auf promotorspezifische Transkription von dem superhelika-
len Vektor pKL23-cp-trnG getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und 
wurden nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden (Abbildung 16) der Initiation an PtrnG-15/13 
gefolgt von einer Termination an hisa und thra zugeordnet. Transkriptanalyse und Beschriftung wie in 
Abbildung 9 A. (B) Schematische Darstellung des eingesetzten Vektors. Die Klonierung von pKL23-
cp-trnG erfolgte durch Insertion einer 200 bp cp-Sequenz über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen 
in pKL23. Die erwarteten Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. 
 
 
Die Transkription des Vektors pKL23-cp-trnG durch die beiden rekombinanten RNAPs liefer-
te jeweils zwei Signale, die einer Initiation an PtrnG-15/13 gefolgt von einer Termination an 
hisa/thra entsprechen könnten. Die Länge der synthetisierten Produkte korrelierte jedoch 
nicht exakt mit den erwarteten Transkriptlängen von 301 und 371 nt (vgl. Kap. 3.1.2.), so dass 
mit Hilfe von 5’-RACE-Analysen die genauen 5’-Termini der durch RpoTp und RpoTm syn-
thetisierten Transkripte bestimmt wurden (Abbildung 16). RpoTp zeigte für die Mehrzahl der 
Transkript-5’-Enden eine exakte Initiation an dem in vivo detektierten Initiationsort PtrnG-15 
(Panel RpoTp). Das mitochondriale Enzym RpoTm war ebenfalls zur spezifischen Transkrip-
tion des plastidären PtrnG-15/-13-Promotors fähig (Panel RpoTm), jedoch mit einer leichten 
Verschiebung des Initiationsortes um zwei Nukleotide (Position -17), die für 30% der 
Transkriptenden auch für RpoTp beobachtet wurde (Abbildung 16 C). 
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Abbildung 16: 5’-RACE der in vitro durch RpoTp (links) und RpoTm (rechts) synthetisierten RNA 
von zirkulärem pKL23-cp-PtrnG (vgl. Abbildung 15). (A) Transkripte mit einem ligierten 5’-RNA-
Linker (+L) und als Kontrolle nicht-ligierte Transkripte (-L) wurden einer RT-PCR unterzogen. Die 
PCR-Produkte wurden parallel zu einem DNA-Längenstandard (M; Angaben in bp) in Agarosegelen 
aufgetrennt. Das dem 5’-Ende entsprechende Signal ist durch den dazugehörigen Promotornamen und 
Initiationsort gekennzeichnet. (B) Die Chromatogramme zeigen eine typische Sequenz der klonierten 
5’-RACE-Produkte. Unterhalb der Chromatogramme ist die plastidäre Promotorsequenz PtrnG-15/13 
dargestellt. (C) Während für RpoTp die Mehrzahl der sequenzierten Klone eine Initiation an der in 
vivo detektierten Position -15 zeigte, lag der Transkriptionsinitiationsort durch RpoTm zwei Nukleoti-
de weiter stromaufwärts an Position -17 (siehe Text). Beschriftung und Symbole wie in Abbildung 12 
C. 
 
3.1.5 Promotoranalysen mit rekombinanten Phagentyp-RNA-Polymerasen im in vitro-
Transkriptionssystem 
3.1.5.1 Deletionsanalyse organellärer Promotoren 
Die in vitro-Studien zur Transkription organellärer Promotoren in den vorangegangenen Kapi-
teln zeigten eine Erkennung vielfältiger Promotorarchitekturen durch RpoTm und RpoTp 
(Kap. 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4). Ein Vergleich der Nukleotide von -17 bis +7 um den Transkriptions-
initiationsort der durch RpoTm und RpoTp in vitro transkribierten Promotoren erlaubte je-
doch keine eindeutige Zuordnung einer tatsächlich für die Erkennung essentiellen Nukleotid-
abfolge (vgl. Tabelle 13). Da die meisten der bislang analysierten Promotorsequenzen einen 
3 ERGEBNISSE                    80 
Bereich von 250-300 bp umfassten, ließ sich nicht ausschließen, dass weiter vom Initiations-
ort entfernte Nukleotidsequenzen für die spezifische Erkennung durch die rekombinanten 
RNAPs im in vitro-Transkriptionssystem notwendig sind. 
Um die RpoT-bindende DNA-Sequenz näher einzuschränken, wurden Deletionsexperimente 
mit dem durch RpoTm und RpoTp sehr gut erkannten Patp8-228/226-Promotor durchgeführt 
(Abbildung 17, pKL23-Patp8-A, Konstrukt 1). Hierfür wurde zum einen die verkürzte Pro-
motorsequenz von -27 bis +5 (pKL23-Patp8-B, Konstrukt 2), zum anderen die Sequenz von 
-15 bis +4 (pKL23-Patp8-C, Konstrukt 3) in den Vektor pKL23 inseriert (Kap. 2.2.7.1.1,  
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Abbildung 17: Deletionsanalyse des Patp8-228/226-Promotors zur Einschränkung des für die 
Transkriptionsinitiation essentiellen Bereichs. (A) Schematische Darstellung der Vektoren pKL23-
Patp8-A (1), pKL23-Patp8-B (2) und pKL23-Patp8-C (3). Der Vektor pKL23-Patp8-A enthält eine 
200 bp mt-DNA-Sequenz, die die Promotoren Patp8-228/226 und Patp8-157 enthält. Zur Vereinfa-
chung wurde der in vitro nur durch 5’-RACE detektierbare Promotor Patp8-157 nicht dargestellt (vgl. 
Abbildung 9 B). Zur Konstruktion von pKL23-Patp8-B und pKL23-Patp8-C wurde die unterhalb der 
Vektoren gezeigte Promotorregion (Position -27 bis +5 bzw. -15 bis +4 bezogen auf eine Initiation an 
Patp8-228) über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkripte 
bei Initiation an Patp8-228/226 gefolgt von einer Termination an hisa oder thra und entsprechende 
Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. (B) RpoTm (Tm) und RpoTp 
(Tp) und wurden im in vitro-Assay auf promotorspezifische Transkription von den unter (A) darge-
stellten Vektoren (1-3) getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und mit 
der dem eingesetzten Vektor entsprechenden Zahl (1-3) gekennzeichnet. Transkriptanalyse und Be-
schriftung wie in Abbildung 9 A. 
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Abbildung 17 A) und auf spezifische Erkennung durch RpoTm und RpoTp getestet 
(Abbildung 17 B). 
Die Ergebnisse zeigen, dass RpoTm und RpoTp zur Transkription der verkürzten Promotor-
sequenzen in der Lage waren und somit die Sequenz von -15 bis +4 (bezogen auf den 
Transkriptionsstart) für diese Enzyme hinreichend für die Promotorerkennung ist. RpoTm 
zeigte allerdings eine um etwa 70 % reduzierte Menge spezifisch am Vektor pKL23-Patp8-C 
initiierter Transkripte verglichen mit dem Konstrukt pKL23-Patp8-B (Abbildung 17 B, Panel  
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Abbildung 18: 5’-RACE der in vitro durch RpoTm synthetisierten RNA von zirkulärem pKL23-Patp8-
B. (A) Transkripte mit einem ligierten 5’-RNA-Linker (+L) und als Kontrolle nicht-ligierte Transkripte 
(-L) wurden einer RT-PCR unterzogen. Analyse und Beschriftung wie in Abbildung 12 A. (B) Die 
Chromatogramme zeigen typische Sequenzen klonierter 5’-RACE-Produkte. Unterhalb der Chroma-
togramme ist der Promotor-beinhaltende Vektorbereich dargestellt. Beschriftung wie in Abbildung 12 
B. (C) Anzahl der sequenzierten Klone sowie die Initiationshäufigkeit an den angegeben Nukleotiden. 
In vivo detektierte Initiationsorte sind unterstrichen, in vitro bestimmte durch Großbuchstaben gekenn-
zeichnet. 
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Tm, Konstrukte 2 und 3), was auf eine gewisse Relevanz bestimmter zwischen -27 und -15 
liegender Nukleotide für die Effizienz der Transkription durch dieses Enzym hindeutet. 
RpoTp hingegen transkribierte die angebotenen Konstrukte etwa gleich effizient (Panel Tp, 
Konstrukte 2 und 3).  
Die Signale für die erwarteten 154 bzw. 155 nt langen Patp8-228/226-hisa Transkripte der 
verkürzten Promotorkonstrukte zeigten sich in den Transkriptionsanalysen als multiple Ban-
den (Abbildung 17, Patp8-228/226-hisa, Konstrukte 2 und 3). Um zu testen, ob es sich hierbei 
um Ungenauigkeiten bei der Initiation der Transkription aufgrund der verkürzten Promotorse-
quenzen handelt, wurden die 5’-Enden der durch RpoTm am pKL23-Patp8-B-Konstrukt syn-
thetisierten RNAs durch 5’-RACE analysiert (Abbildung 18). Es zeigte sich, dass RpoTm 
auch dieses verkürzte Promotorkonstrukt meist exakt an dem in vivo detektierten Adenin an 
Position -228 initiierte (Abbildung 18 B, C). Interessanterweise konnte der zweite in vivo-
Initiationsort an Position -226 nur für einen Klon nachgewiesen werden. Ein zusätzlicher 
Startpunkt, der für zwei Klone an der dazwischenliegenden Position -227 bestimmt wurde, 
deutet auf eine nur sehr leichte Initiationsungenauigkeit hin. Das Phänomen multipler P-hisa-
Signale, scheint daher eher auf eine Termination an mehreren Nukleotiden in der A/T-reichen 
Terminatorregion des hisa-Attenuators oder auf eine mögliche Sekundärstrukturausbildung 
am Transkript-3’-Ende hinzuweisen. 
Zur Überprüfung, ob Promotorsequenzen von -27 bis +5 ebenfalls für die spezifische und 
effiziente Transkription von Promotoren mit alternativen Architekturen ausreichen, wurden 
die entsprechenden Bereiche der Promotoren Patp6-2-436, Prrn18-156, Patp6-1-200, Patp6-
1-156 und Pycf1-39, Pcox2-481 und Patp9-487 in den pKL23-Vektor inseriert (Abbildung 19, 
Kap. 2.2.7.1.1) und im in vitro-Assay auf Transkription durch RpoTm und RpoTp untersucht 
(Abbildung 19 B). Die Ergebnisse zeigten, dass für die meisten Promotoren die Sequenz von 
-27 bis +5 für eine spezifische Erkennung durch RpoTm und RpoTp ausreichte. Während 
RpoTm die meisten der angebotenen Promotoren erkannte (Abbildung 19 B, Panel RpoTm) 
war die Transkription des bereits zuvor durch RpoTp schlecht erkannten Prrn18-156-
Promotors (vgl. Abbildung 9) kaum noch detektierbar (Panel RpoTp, Konstrukt 3). Eine ähn-
lich ineffiziente Transkription wurde sowohl für RpoTm als auch für RpoTp bei Angebot der 
zuvor ebenfalls lediglich schwach transkribierten Promotoren Pcox2-481 und Patp9-487 Pro-
motoren beobachtet (Daten nicht gezeigt, vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10). Hervorzuhe-
ben ist die deutliche Transkription vom Promotor Patp6-1-156 durch RpoTm (Abbildung 19 
B, Konstrukt 5), dessen Erkennung zuvor auf Konstrukten, die zusätzlich den Promotor 
Patp6-1-200 enthielten, nicht detektiert werden konnte.  
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Abbildung 19: Die Promotorregion von -27 bis +5 ist meist ausreichend für eine spezifische Erken-
nung durch RpoTm und RpoTp. (A) Zur Konstruktion von pKL23-Patp6-2-B (1), pKL23-Pycf1-B (2), 
pKL23-Prrn18-B (3), pKL23-Patp6-1-B (4) und pKL23-Patp6-1-C (5) wurden die unterhalb des Vek-
torbereichs gezeigten Promotorregionen (Position -27 bis +5, bezogen auf eine Initiation an den darge-
stellten Promotoren) über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Promotorkernse-
quenzen sind fett geschrieben, in vivo detektierte Transkriptionsinitiationsorte unterstrichen. Die 
erwarteten Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. (B) RpoTm und 
RpoTp und wurden auf promotorspezifische Transkription von den unter (A) dargestellten Vektoren 
(1-5) getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt. Transkriptanalyse und 
Beschriftung wie in Abbildung 9 A. 
 
3.1.5.2 RpoTm und RpoTp erkennen ein konserviertes Promotorkernelement 
Die in vitro-Transkriptionsassays in den vorangegangenen Kapiteln präsentieren eine intrinsi-
sche Fähigkeit von RpoTm und RpoTp zur Initiation der Transkription an diversen Promoto-
ren. Weitere Experimente sollten zeigen, wie wichtig das in vielen mitochondrialen und 
plastidären NEP-Promotoren vorkommende YRTA-Motiv für die Promotorerkennung durch 
die RpoT-Polymerasen ist. 
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Der mitochondriale Patp8-228/226-Promotor besitzt eine solche YRTA-Kernsequenz (CATA) 
und wurde aufgrund der guten Erkennung durch RpoTm und RpoTp in den vorangegangenen 
Experimenten (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 17) für eine Punktmutationsanalyse ausge-
wählt (Abbildung 20). Hierzu wurde das CATA-Motiv des WT-Promotors durch die Sequen-
zen acTA, CtgA oder CAcc ersetzt und die Sequenzen in den pKL23-Vektor inseriert 
(Abbildung 20 B). Es konnte zuvor gezeigt werden, dass die Substitution dieser Nukleotide in 
der CATA-Kernsequenz des plastidären rpoB-Promotors einen starken negativen Effekt auf 
dessen Erkennung durch Tabak-Chloroplasten-Extrakte in in vitro-Studien hatte [Liere und 
Maliga, 1999]. 
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Abbildung 20: Punktmutationsanalyse des mitochondrialen Patp8-228/226-Promotors. (A) RpoTm 
und RpoTp (je 900 fmol) wurden auf promotorspezifische Transkription von je 200 ng der superheli-
kalen Vektoren pKL23-Patp8-B (1, vgl. Abbildung 17 A), pKL23-Patp8-acTA (2), pKL23-Patp8-
CtgA (3) und pKL23-Patp8-CAcc (4) getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen 
angezeigt. Transkriptanalyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. (B) Zur Konstruktion der unter 
(A) untersuchten Vektoren wurden die gezeigten Promotorregionen (Position -27 bis +5, bezogen auf 
die Transkriptionsinitiation an Patp8-228) über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inse-
riert. In vivo-Transkriptionsinitiationsorte sind unterstrichen, Promotorkernsequenzen fett gedruckt. 
Die in den Versionen 2-4 mutagenisierten Nukleotide sind klein geschrieben. (C) Quantifizierung der 
durch RpoTm und RpoTp synthetisierten RNA-Transkripte in Abhängigkeit von den angebotenen 
Promotormatrizen. Die Promotorkernsequenzen sind angezeigt. Die Transkriptmenge durch Initiation 
am Wildtyp-Promotor (CATA) wurde auf 100% gesetzt. Es wurden Doppelbestimmungen durchge-
führt. Die Standardabweichungen sind dargestellt. 
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Die WT- und mutagenisierten Promotorversionen wurden in in vitro-Experimenten auf spezi-
fische Erkennung durch RpoTm und RpoTp untersucht. Die Transkription der mutagenisier-
ten Promotoren zeigte z. T. drastisch reduzierte Mengen der durch RpoTm und RpoTp spezi-
fisch synthetisierten RNAs (Abbildung 20 A, Spuren 3 und 4). Für die Promotoren mit einer 
CtgA oder CAcc-Kernsequenz sank die Menge spezifischer Transkripte auf unter 10% der am 
WT-Promotor synthetisierten RNA-Menge (Abbildung 20 C), was die Wichtigkeit des YRTA-
Motivs für die Promotorerkennung durch die rekombinanten Enzyme verdeutlicht. 
 
Die Bestimmung von Transkriptionsinitiationsorten im mitochondrialen Genom von Arabi-
dopsis führte zu Identifizierung von Promotorkernsequenzen, die sich vom bislang bekannten 
YRTA-Motiv unterscheiden [Kap. 1.2.3.2, Kühn, 2005]. Um zu testen, ob diese abweichenden 
Kernsequenzen ähnlich essentiell für die Promotorerkennung und Transkriptionsinitiation 
sind, wurde das mehrfach stromaufwärts der Transkriptionsinitiationsstelle auftretende Se-
quenzmotiv AGTA für weitere Mutationsanalysen ausgewählt (Abbildung 21). Der Promotor 
Patp6-2-436 weist eine solche potentielle Kernsequenz auf, die durch Mutagenese zu ccTA, 
AccA oder AGat geändert wurde. Um zu testen, inwieweit die Effizienz der Promotorerken-
nung von einer möglichst hohen Übereinstimmung mit der YRTA-Standardsequenz abhängt, 
wurde zusätzlich mit der Mutationsvariante cGTA ein typisches YRTA-Motiv hergestellt 
(Abbildung 21 B). Die WT- und mutagenisierten Promotorversionen wurden wiederum in in 
vitro-Transkriptionsexperimenten auf spezifische Erkennung durch RpoTm und RpoTp unter-
sucht (Abbildung 21 A). Im Gegensatz zur reduzierten Transkription am mutagenisierten 
YRTA-Motiv des Patp8-228/226-Promotors (s. o.) konnte für die meisten der Promotorvari-
anten des Patp6-2-436-Promotors eine unveränderte bis leicht (ccTA, AccA) oder deutlich 
verstärkte (cGTA) Transkriptionsinitiation durch RpoTm und RpoTp beobachtet werden 
(Abbildung 21 A, Spuren 2, 3 und 5; C). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
RNAPs wurde lediglich im Falle der AGat-Promotorversion gesehen, die im Vergleich zur 
Transkription des WT-Promotors durch RpoTm zu einer wesentlich höheren, im Fall von 
RpoTp zu einer deutlich reduzierten RNA-Synthese führte (Abbildung 21 A, Spuren 4; C). 
Die bei der Mutagenese des Patp8-228/226-Promotors gesehene Bedeutung des YRTA-
Motivs für eine hohe Effizienz der Promotor-Transkription spiegelt sich auch in den hier 
durchgeführten Versuchen wider, da die Herstellung eines solchen Motivs in der Kernsequenz 
des Patp6-2-436-Promotors dessen Transkription signifikant verstärkte (Abbildung 21 A, Spu-
ren 5; C). Das AGTA-Kernmotiv scheint dagegen eine weniger wichtige Rolle in der Erken-
nung durch die rekombinanten Enzyme zu spielen. 
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Abbildung 21: Punktmutationsanalyse des mitochondrialen Patp6-2-436-Promotors. (A) RpoTm und 
RpoTp (je 900 fmol) wurden auf promotorspezifische Transkription von den superhelikalen Vektoren 
pKL23-Patp6-2 (1), pKL23-Patp6-2-ccTA (2), pKL23-Patp6-2-AccA (3), pKL23-Patp6-2-AGat (4) 
und pKL23-Patp6-2-cGTA (5) getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt. 
Transkriptanalyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. (B) Zur Konstruktion der unter (A) unter-
suchten Vektoren wurden die gezeigten Promotorregionen (Position -27 bis +5, bezogen auf die 
Transkriptionsinitiation an Patp6-436) über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. 
Darstellung wie in Abbildung 20. (C) Quantifizierung der durch RpoTm und RpoTp synthetisierten 
RNA-Transkripte in Abhängigkeit von den angebotenen Promotormatrizen. Die Promotorkernsequen-
zen sind angezeigt. Die Transkriptmenge durch Initiation am Wildtyp-Promotor (AGTA) wurde auf 
100% gesetzt. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Standardabweichungen sind darge-
stellt. 
 
 
Obwohl die Mutagenese der Patp8-228/226 und Patp6-2-436-Promotoren zeigte, dass ein 
möglichst konserviertes YRTA-Motiv eine bedeutende Rolle für die Transkriptionsinitiation 
spielt, ist dieses Motiv alleine nicht hinreichend für die Promotorerkennung, da einige orga-
nelläre Promotoren, die dieses Motiv aufweisen in vitro nicht durch die rekombinanten RpoTs 
erkannt werden. Andererseits werden auch Promotoren, die dieses Motiv nicht beinhalten in 
vitro transkribiert, wenn auch meist mit geringerer Effizienz. Eine zwischen der Kernsequenz 
und Initiationsort liegende TAT-Sequenz, könnte neben dem YRTA-Kernmotiv ein weiteres, 
für eine effektive Promotorerkennung wichtiges Sequenzmotiv sein, da sie in nahezu allen in 
vitro durch RpoTm und RpoTp erkannten Promotoren vorkommt (vgl. Tabelle 13). Schlech-
3 ERGEBNISSE                    87 
ter oder nicht erkannte Promotoren, wie beispielsweise der Patp6-1-156, Patp8-157, Patp9-
239 oder Prrn18-69-Promotor besitzen dagegen an gleicher Stelle eine AGA-Sequenz (vgl. 
Tabelle 13). Welche Rolle diesen Motiven bei der Erkennung tatsächlich zukommt, sollte 
durch in vitro-Transkriptionsanalysen mit chimären Promotoren erhellt werden. Für die Muta-
geneseexperimente wurde zum einen der effizient erkannte Patp8-228/226-Promotor ausge-
wählt, der die genannte TAT-Sequenz beinhaltet, zum anderen der schlecht erkannte Patp6-1-
156-Promotor, der zwar ebenso eine YRTA-Kernsequenz besitzt, jedoch stromaufwärts des 
Initiationsortes eine AGA-Sequenz aufweist (Abbildung 22 und Abbildung 23). Abbildung 22 
zeigt die Ergebnisse der in vitro-Transkription des Patp8-228/226-WT-Promotors (Konstrukt 
1) und seiner mutagenisierten Varianten, die im Bereich des TAT- 
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Abbildung 22: Mutationsanalyse des TAT-Motivs des mitochondrialen Patp8-228/226-Promotors. (A) 
RpoTm und RpoTp (je 900 fmol) und wurden auf promotorspezifische Transkription von den superhe-
likalen Vektoren pKL23-Patp8-B (1), pKL23-Patp8-agaA (2), pKL23-Patp8-agaga (3) und pKL23-
Patp8-agagaaga (4) getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt. Transkript-
analyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. (B) Zur Konstruktion der unter (A) untersuchten Vek-
toren wurden die gezeigten Promotorregionen (Position -27 bis +5, bezogen auf die Transkriptionsini-
tiation an Patp8-228) über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Die 
Promotorkernsequenz ist fett gedruckt, das durch Mutagenese veränderte TAT-Motiv ist grau hervor-
gehoben. Ausgetauschte Nukleotide, die an diesen Positionen denen des Patp6-1-156-Promotors ent-
sprechen (vgl. Abbildung 23), sind in dunkelblau angezeigt. (C) Quantifizierung der durch RpoTm und 
RpoTp synthetisierten RNA-Transkripte in Abhängigkeit von den angebotenen Promotormatrizen (1-
4). Die Transkriptmenge durch Initiation am Wildtyp-Promotor wurde auf 100% gesetzt. Es wurden 
Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Standardabweichungen sind dargestellt. 
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Motivs und über die Transkriptionsinitiationsstelle hinausgehende, verschieden lange Elemen-
te des Patp6-1-156-Promotors aufweisen (Konstrukte 2-4). Die Synthese spezifischer RNAs 
an allen der angebotenen chimären Promotorversionen durch RpoTm und RpoTp war im Ver-
gleich zu der am WT-Promotor deutlich reduziert. Die Mutagenese des TAT-Motivs führte im 
Fall von RpoTm zu einer um etwa 60-80% geringeren Transkriptionseffizienz, wogegen die 
durch RpoTp synthetisierten RNA-Mengen noch bei etwa 50% des WT-Promotorniveaus la-
gen (Abbildung 22 C). 
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Abbildung 23: Mutationsanalyse des mitochondrialen Patp6-1-156-Promotors. (A) RpoTm und RpoTp 
(je 900 fmol) und wurden auf promotorspezifische Transkription von den superhelikalen Vektoren 
pKL23-Patp6-1-C (1), pKL23-Patp6-1-tatG (2) und pKL23-Patp6-1-tata (3) getestet. Spezifische 
RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt. Transkriptanalyse und Beschriftung wie in 
Abbildung 9 A. (B) Zur Konstruktion der unter (A) untersuchten Vektoren wurden die gezeigten Pro-
motorregionen (Position -27 bis +5, bezogen auf die Transkriptionsinitiation an Patp6-1-156) über 
SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Darstellung wie in Abbildung 22. Das durch 
Mutagenese erzeugte TAT-Motiv ist grau hervorgehoben. (C) Quantifizierung der durch RpoTm und 
RpoTp synthetisierten RNA-Transkripte in Abhängigkeit von den angebotenen Promotor-Matrizen (1-
3). Die Transkriptmenge durch Initiation am Wildtyp-Promotor (1) wurde auf 100% gesetzt. Für 
RpoTm wurden Doppelbestimmungen, für RpoTp Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die Stan-
dardabweichungen sind dargestellt. 
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Entsprechend der Mutagenese des TAT-Motivs wurde das AGA-Motiv des Patp6-1-156-
Promotors durch Elemente des Patp8-228/226-Promotors ersetzt und die Promotorkonstrukte 
durch RpoTm und RpoTp in vitro transkribiert (Abbildung 23). Das Ersetzen des AGA-
Motivs durch TAT stimulierte die Transkription durch beide Enzyme an diesem Promotor et-
wa um das 2,5-fache (Abbildung 23 A, Spur 2; C). Dieser Effekt wurde durch eine zusätzliche 
Substitution des Initiationsnukleotids des Patp6-1-156-Promotors von G nach A sogar noch 
verstärkt (Spur 3; C). Die Analysen der chimären Promotoren weisen somit eindrucksvoll auf 
die Wichtigkeit der Nukleotide in der Region zwischen Promotorkernsequenz und Initiations-
ort für eine effiziente Transkriptionsinitiation durch RpoTm und RpoTp hin. 
3.1.6 Abhängigkeit der Promotorerkennung von der DNA-Konformation 
Das Chromosom von E. coli ist ein zirkuläres Molekül, das in einem negativ-superhelikalen 
Zustand vorliegt. Diese superhelikale Konformation erzeugt eine Torsionsspannung in der 
DNA, wodurch Prozesse, die eine DNA-Aufschmelzung erfordern, wie z. B. die Replikations-
initiation [Funnell et al., 1987] oder Transkription [Hatfield und Benham, 2002; Peter et al., 
2004; Wang und Lynch, 1996] beeinflusst werden können. Die Transkription organellärer 
RNA- und proteinkodierender Gene ist möglicherweise ebenfalls abhängig von der DNA-
Konformation. In Pflanzen existieren bislang nur wenige Daten über den Einfluss der DNA-
Konformation der organellären Genome auf die mitochondriale und plastidäre Genexpression 
(vgl. Kap. 1.2.5). 
Hinweise auf eine DNA-konformationsabhängige Transkription organellärer Gene durch die 
Phagentyp-RNA-Polymerasen zeigten bereits die vorangegangenen in vitro-Experimente, in 
denen lediglich zirkulär-superhelikale, nicht aber lineare DNA-Matrizen von den rekombinan-
ten Enzymen RpoTm und RpoTp spezifisch transkribiert wurden (Kap. 3.1.2, 3.1.3). Auch das 
rekombinante Enzym RpoTmp wies eine deutlich höhere transkriptionelle Aktivität an zirku-
lär-superhelikalen Matrizen auf. 
Um einen genaueren Einblick in die DNA-konformationsabhängige Transkription durch die 
Phagentyp-RNAPs zu bekommen, wurden weitere in vitro Experimente durchgeführt. Es soll-
te hierbei gezeigt werden, inwieweit die spezifische und effiziente Transkription vom Angebot 
einer zirkulär-superhelikalen Matrize abhängig bzw. ob eine zirkulär-entspannte Konformati-
on des Plasmids hinreichend ist. Zur Relaxierung eingesetzter Promotorplasmide wurde To-
poisomerase I verwendetet. Dieses Enzym induziert transiente DNA-Einzelstrangbrüche, wo-
durch es zu einer Entfernung negativer Windungen und somit zur Entspannung des DNA-
Moleküls kommt [Übersicht in Champoux, 2001]. Die Behandlung des Vektors pKL23-
3 ERGEBNISSE                    90 
Patp8-A mit Topoisomerase I führte zu mehreren relaxierten Zustandsformen des Plasmids 
(Abbildung 24, „rel“).  
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Abbildung 24: Illustration verschiedener in die in vitro-Transkription eingesetzter DNA-
Konformationen des Vektors pKL23-Patp8-A. Es wurden jeweils 0,25 µg zirkulär-superhelikale (ccc), 
XhoI-linearisierte (lin) oder durch Topoisomerase I zirkulär-entspannte (rel) Plasmid-DNA durch Aga-
rosegelelektrophorese aufgetrennt und durch Ethidiumbromidfärbung visualisiert. M: DNA-
Längenstandard (bp). Die Migrationspositionen entspannter DNA-Formen sind angezeigt. Das Stern-
chen zeigt geringe Mengen mitgeführter superhelikaler DNA in der Spur „rel“ an. 
 
 
Die spezifische RNA-Synthese von zirkulär-entspannten Promotorkonstrukten durch RpoTm 
und RpoTp wurde in einem vergleichenden in vitro-Assay parallel zur Transkription von zir-
kulär-superhelikalen und linearen Matrizen untersucht (Abbildung 25). Es zeigte sich, dass 
die Transkription sowohl durch RpoTm als auch durch RpoTp bei Angebot eines relaxierten 
Promotorkonstruktes im Vergleich zur RNA-Synthese an superhelikalen Matrizen drastisch 
reduziert war (Spuren 2). Auch das Enzym RpoTmp zeigte bei Angebot von relaxierten Plas-
miden im Vergleich zu superhelikalen eine deutliche Reduktion der transkriptionellen Aktivi-
tät (Daten nicht gezeigt). Entsprechend den Experimenten mit Topoisomerase-behandeltem 
pKL23-Patp8-A-Vektor wurden die Plasmide pKL23-PtrnM und pKL23-Patp6-2 auf konfor-
mationsabhängige Transkription durch RpoTm und RpoTp untersucht, was zu ähnlichen Er-
gebnissen führte (Daten nicht gezeigt). Demnach scheint eine superhelikale DNA-
Konformation in vitro unter den genutzten Bedingungen eine Vorraussetzung für eine effizien-
te Transkription zu sein. Eine geringe Rest-Transkription des relaxierten Plasmids könnte 
durch methodisch-bedingt nicht-abgetrennte zirkulär-superhelikale Matrizen (siehe Abbildung 
24, Sternchen) hervorgerufen worden sein. 
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Abbildung 25: DNA-konformationsabhängige in vitro-Transkription des pKL23-Patp8-A-Vektors 
durch RpoTm (A) und RpoTp (B). Es wurden jeweils 200 ng zirkulär-superhelikaler (ccc), zirkulär-
entspannter (rel) oder linearer (lin) Plasmid-DNA angeboten (vgl. Abbildung 24). Distinkte RNA-
Produkte sind durch Pfeile gekennzeichnet und korrespondieren mit einer Transkriptionsinitiation am 
Promotor Patp8-228/226 gefolgt von einer Termination an hisa und/oder thra. Erwartete 
Transkriptgrößen und Beschriftung wie in Abbildung 9. 
 
3.1.7 In vitro-Transkription linearer DNA-Matrizen an aufgeschmolzenen Promotorsequen-
zen 
Die rekombinanten Enzyme RpoTm, RpoTp und RpoTmp zeigten in den vorangegangenen 
Experimenten eine starke Abhängigkeit der transkriptionellen Aktivität von der DNA-
Konformation (Kap. 3.1.2, 3.1.3, 3.1.6). Bislang war es nicht möglich in vitro eine Transkrip-
tion linearer DNA-Matrizen durch die rekombinanten RNA-Polymerasen nachzuweisen. Im 
Gegensatz dazu zeigten zumindest RpoTm und RpoTp eine intrinsische Fähigkeit viele, wenn 
auch nicht alle, der angebotenen Promotoren zu transkribieren, wenn sich diese auf superheli-
kalen Promotormatrizen befanden (vgl. Kap. 3.1.2, 3.1.3). Diese Ergebnisse legen die Vermu-
tung nahe, dass in vivo zusätzliche Proteine an der Aufschmelzung der DNA und möglicher-
weise an der Promotorerkennung beteiligt sind. 
Zur Überprüfung dieser Hypothese sollten lineare DNA-Matrizen mit einer durch Nukleotid-
misspaarung erzeugten DNA-Aufschmelzung im Promotorbereich (Misspaarung von -4 bis 
+2 bezogen auf den Transkriptionsstart) in vitro transkribiert werden (Abbildung 26). Die 
Transkription von voraufgeschmolzenen (bubble) Matrizen wurde mit der von linearen Matri-
zen gleicher Länge, die entweder den mitochondrialen Patp8-228/226- oder Patp9-239-
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Promotor enthielten, verglichen. Als Kontrolle diente eine auf der Patp9-239-Promotorregion 
basierende voraufgeschmolzene Matrize, in der die Promotorkernsequenz beinhaltende Regi-
on von -5 bis +4 in beiden Strängen durch nicht komplementäre zufällige Nukleotide ersetzt 
wurde (Abbildung 26 A). 
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Abbildung 26: In vitro-Transkription aufgeschmolzener Promotormatrizen. (A) Die Synthese linearer 
und linear-aufgeschmolzener Matrizen erfolgte durch annealing komplementärer 70 bp-
Oligonukleotide (Kap. 2.2.7.1.2). Dargestellt sind die annealing-Produkte der Patp9-239 und Patp8-
228/226 Promotorregion. Zur Generierung sog. bubbles wurden in den nicht-codogenen Strang nicht-
komplementäre Basen eingefügt (Misspaarung von -2 bis +4 bzw. -3 bis +3 bezogen auf die in vivo 
detektierte Transkriptionsinitiation an Patp9-239 und Patp8-228). Als Kontrolle diente ein aufge-
schmolzenes template ohne Promotorsequenz (siehe Text). (B) Die Effizienz des primer annealings 
wurde durch native Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 2.2.3.2.4) überprüft. Beispielhaft gezeigt ist 
die Analyse der für die Synthese der linearen Patp8-228-Matrize verwendeten Oligonukleotide (je 100 
pmol). Pfw: Fw-Einzelstrangoligonukleotid; Prev: Rev-Einzelstrangoligonukleotid; Pann: Pfw und Prev 
nach der annealing-Reaktion. (C) In vitro-Transkription der unter (A) dargestellten Promotormatrizen 
durch je 900 fmol RpoTm, RpoTmp und RpoTp (Kap. 2.2.7.3). Die Matrizen (je 5 ng) wurden in line-
arer (lin) oder linear-aufgeschmolzener (b, bubble) Form angeboten. Bei korrekter Transkriptionsini-
tiation am Patp9- bzw. Patp8-Promotor entspricht die erwartete Transkriptlänge 37 nt. Parallel wurde 
ein endmarkiertes 31 nt-Oligonukleotid als Längenstandard mitgeführt. Spezifische RNA-Produkte 
sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Transkriptanalyse erfolgte in 20%igen denaturierenden 
Polyacrylamidgelen (Kap. 2.2.3.2.3). 
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Es zeigte sich, dass bei Angebot der voraufgeschmolzenen Promotormatrize Patp8-228/226 
alle drei RpoTs in der Lage waren den Promotor zu transkribieren (Abbildung 26 C). Beson-
ders hervorzuheben ist hierbei die Transkription durch das Enzym RpoTmp, das zuvor keine 
Erkennung dieses Promotors zeigte (vgl. Kap. 3.1.2). Die bei der Transkription der linearen 
Patp8-228/226 Promotormatrize gesehene, geringe Menge spezifischer Produkte beruht wahr-
scheinlich auf der Transkription nicht-abgetrennter Einzelstrangoligonukleotide, da zuvor 
keine Transkription linearer Matrizen detektierbar war (vgl. Kap. 3.1.2, 3.1.3). Zudem lieferte 
die Transkription bei Verwendung einzelsträngiger Oligonukleotide als Matrize in einigen 
Fällen ebenfalls Produkte gleicher Größe, deren Abundanz jedoch deutlich niedriger war als 
bei der Transkription von doppelsträngigen Oligonukleotiden (Daten nicht gezeigt). Im Ge-
gensatz zur spezifischen Erkennung des Patp8-228/226-Promotors zeigte sich bei Angebot 
des bislang in vitro nicht erkannten Patp9-239 Promotors eine mehrfache Transkriptionsinitia-
tion innerhalb der Promotorblase. Produkte gleicher Größe konnten z. T. auch bei der 
Transkription der auf der Patp9-Region basierenden Nicht-Promotormatrize gesehen werden, 
wogegen keine der RNAPs das lineare template transkribierte (Abbildung 26 C). 
Das RNA-Dimethyltransferase-ähnliche Protein MetA (At5g66360) kommt durch seine Ähn-
lichkeit zu Transkriptionsfaktoren der Mitochondrien-RNA-Polymerasen aus Hefe und 
Mensch (mtTFB, vgl. Kap. 1.2.4.2) als Transkriptionsfaktor für die hier untersuchten mito-
chondrialen RNAPs in Frage. MetA zeigte in vitro bislang keinen Einfluss auf die Transkrip-
tion mitochondrialer Promotoren durch RpoTm oder RpoTmp [Kühn, 2005]. Dies könnte je-
doch im Fehlen eines für die DNA-Aufschmelzung benötigten Faktors begründet sein, so dass 
der Einfluss von rekombinantem MetA Protein auf die Transkription an den beschriebenen 
voraufgeschmolzenen linearen Matrizen untersucht werden sollte. Matsunaga und Jaehning 
[2004] beobachteten in in vitro-Transkriptionen durch die mitochondriale RNAP Rpo41 aus 
Hefe an voraufgeschmolzenen Promotormatrizen bei Addition von sc-mtTFB einen inhibitori-
schen Effekt auf die Transkription, da es zur Zunahme abortiver Transkripte kam. Daher wur-
den die voraufgeschmolzenen Promotoren Patp8 und Patp9 (s. o.) auf einen möglichen Ein-
fluss von MetA auf die Transkription dieser Konstrukte durch RpoTm hin untersucht. Die 
Zugabe von äquimolaren Mengen MetA zeigte jedoch keinen Effekt auf die Transkription der 
angebotenen Promotoren (Daten nicht gezeigt). Auch die von Matsunaga und Jaehning [2004] 
beobachtete Zunahme abortiver Transkripte konnte nicht detektiert werden. 
3 ERGEBNISSE                    94 
3.1.8 Unveränderte Promotorspezifität hochaufgereinigter rekombinanter Phagentyp-RNA-
Polymerasen 
Die in den bisher beschriebenen Experimenten verwendeten, über Ni2+-NTA-Agarose aufge-
reinigten RNAP-Präparationen zeigten zwar eine deutliche Anreicherung der rekombinanten 
Enzyme, wiesen jedoch auch zahlreiche zusätzliche Proteinbanden auf (Abbildung 27 A, Spu-
ren „Ni“; vgl. Abbildung 8 A). Obwohl Immunoblot-Analysen von RpoTp-Präparationen dar-
auf hindeuten, dass es sich bei vielen der zusätzlich auftretenden Proteine um Degradations-
produkte des rekombinanten Enzyms handelt (Daten nicht gezeigt), konnte ein Einfluss 
kontaminierender bakterieller Proteine auf die Transkription oder die transkriptionellen Ei-
genschaften der rekombinanten RpoTs nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden Präparati-
onen der rekombinanten Enzyme RpoTm und RpoTmp chromatographisch aufgereinigt 
(Abbildung 27 A). Zunächst wurden beide Proteine wie zuvor beschrieben über Ni 2+-NTA-
Agarose angereichert (Spuren „Ni“) und das erhaltene Eluat anschließend über Heparin-
Sepharose weiter aufgereinigt (Spuren „Hep“; Kap. 2.2.5.1.3.1). 
Nach diesen Reinigungsschritten konnte mittels einer sensitiven Silberfärbung in der 
RpoTmp-Präparation keine Verunreinigung durch bakterielle Proteine mehr nachgewiesen 
werden (Panel RpoTmp, Spur „Hep“). Die RpoTm-Präparation wies noch einige zusätzliche 
Proteine auf, bei denen es sich um durch die Heparinsäule angereicherte DNA-bindende Pro-
teine oder RpoTm–Degradationsprodukte handeln könnte, so dass eine Gelfiltration ange-
schlossen wurde (Kap. 2.2.5.1.3.1). Die anschließende Silberfärbung zeigte keine weiteren 
Proteinverunreinigungen (Panel RpoTm, Spur „GF“). 
Das transkriptionelle Verhalten der aufgereinigten RNA-Polymerasen wurde im in vitro-Assay 
untersucht (Abbildung 27 B). Die Erkennung des Patp8-228/226 Promotors und die 
Transkriptionsinitiation durch RpoTm blieben über alle Schritte der Reinigung unverändert 
(Spuren „Ni“, „Hep“, „GF“). In ähnlicher Weise zeigte auch die hochreine RpoTmp-
Präparation ein unverändertes Verhalten in der in vitro-Transkription und war wie zuvor nicht 
in der Lage angebotene Promotoren spezifisch zu transkribieren (Daten nicht gezeigt). Damit 
widerlegen die Experimente weitestgehend die Möglichkeit einer Partizipation bakterieller 
Proteine an der Transkription organellärer Promotoren durch die rekombinanten Enzyme und 
unterstützen die Annahme, dass es sich bei der Promotorerkennung um eine intrinsische Fä-
higkeit von RpoTm und RpoTp handelt. Im Gegenteil, es kann sogar davon ausgegangen 
werden, dass die E. coli Wirtsproteine, die unspezifisch an die Ni2+-NTA-Agarose binden, 
keinen stimulierenden sondern einen eher negativen Effekt auf die Transkription durch 
RpoTm haben, da die Synthese spezifischer Transkripte durch eine hochreine RpoTm-
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Präparation bei Zugabe einer Präparation von an Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigten Wirtspro-
teinen sogar vermindert wurde (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 27: Unveränderte Promotorspezifität hochaufgereinigter rekombinanter Phagentyp-RNA-
Polymerasen. (A) Silbergefärbte Polyacrylamidgele zur Illustration der einzelnen Aufreinigungsschrit-
te der Präparation von RpoTmp (links) und RpoTm (rechts). Die Trx-His-tag-fusionierten Enzyme 
wurden in E coli exprimiert und über Ni2+-NTA Agarose gereinigt (Spuren Ni). Das Ni2+-NTA Agaro-
se-Eluat wurde anschließend über Heparin-Sepharose (Hep) und im Fall von RpoTm eine sich an-
schließende Gelfiltration (GF) weiter aufgereinigt (Kap. 2.2.5.1.3). Parallel wurde ein Molekularge-
wichtsmarker (M) aufgetragen; die Größen sind in kD angezeigt. Die rekombinanten Enzyme sind 
durch einen Pfeil markiert. (B) Untersuchung der transkriptionellen Aktivität von RpoTm im in vitro-
Transkriptionsassay nach jedem der unter (A) beschriebenen Aufreinigungsschritte. Als DNA-Matrize 
diente der zirkuläre, superhelikale Vektor pKL23-Patp8-B (vgl. Abbildung 17). Spezifische RNA-
Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und wurden nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden 
(vgl. Abbildung 18) der Initiation an Patp8-228/226 gefolgt von einer Termination an hisa (Signal P-
228/226-hisa) und thra (Signal P-228/226-thra) zugeordnet. Transkriptanalyse und Beschriftung wie 
beschrieben in Abbildung 9 A. 
 
3.1.9 Untersuchung potentieller Transkriptionsfaktoren der Phagentyp-RNA-Polymerasen 
Trotz der intrinsischen Fähigkeit von RpoTm und RpoTp diverse Promotoren in vitro zu 
transkribieren, lassen die Daten erwarten, dass in vivo Kofaktoren an der Transkription der 
organellären Gene beteiligt sind (vgl. Kap. 3.1.7). Mit Hilfe des definierten in vitro-
Transkriptionssystems sollte daher der Einfluss einiger möglicher RpoT-
Transkriptionsfaktoren auf die Promotorerkennung und synthetisierte Transkriptmenge unter-
sucht werden. 
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Bereits zuvor konnten durch BLAST-Analysen drei mögliche Homologe der mtTFB-Faktoren 
aus Hefe und Mensch als Kandidaten für pflanzliche Kofaktoren der organellären Transkripti-
on in Arabidopsis identifiziert werden [Kühn, 2005, K. Liere, unveröffentliche Daten]. Für 
diese drei RNA-Dimethyltransferase-ähnlichen Proteine, MetA (At5g66360), MetB 
(At2g47420) und MetC (At1g01860), konnte durch GFP-Importstudien eine mitochondriale 
(MetA), eine nukleäre bzw. cytoplasmatische (MetB) und eine plastidäre (MetC) Lokalisie-
rung gezeigt werden [Kühn, 2005, B. Kuhla, unveröffentliche Daten]. In vitro-
Transkriptionsassays mit rekombinantem MetA-Protein lieferten jedoch im Gegensatz zu 
mtTFB keinen Hinweis auf eine Beteiligung des Enzyms an der mitochondrialen Genexpres-
sion [Kap. 3.1.7, Kühn, 2005].  
Für das Protein MetC, das zuvor als plastidäre 18S rRNA-Dimethyltransferase Pfc1 identifi-
ziert wurde [Tokuhisa et al., 1998], lagen bislang keine experimentellen Daten über einen 
möglichen Einfluss auf die Expression plastidärer Gene vor. Da sowohl die GFP-Importdaten 
(s. o.), die Daten von Tokuhisa (s. o.) als auch die in silico Analyse der Transitsequenz 
(Tabelle 12:) für ein plastidäres targeting sprechen, sollte der Einfluss von rekombinantem 
MetC auf die Transkriptionseffizienz von RpoTp und RpoTmp in in vitro-Experimenten über-
prüft werden (Abbildung 28). Hierzu wurde das Protein ohne das durch TargetP vorhergesagte 
 
 
Tabelle 12: Vorhergesagte Eigenschaften für das Protein MetC (Pfc1; At1g01860) 
  
Reifes Proteina  
Länge  295 AS 
Molekulargewicht  33,0 kD 
pI 7,93 
  
Subzelluläre Lokalisation  
TargetP 1.1b plastidär 
PCLR 0.9c plastidär 
Predotar 1.03d plastidär 
ChloroPe plastidär 
iPsortf plastidär 
  
N-terminales Transitpeptid  
TargetP 1.1b 48 AS 
ChloroPe 53 AS 
PsortIIf 45 AS 
  
  
a Physikochemische Parameter wurden mit Hilfe des Programms ProtParam 
(http://expasy.org/tools/protparam.html) abgeleitet. 
b http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP (Nielsen et al. 1997; Emanuelsson et al. 2000) 
c http://www.andrewschein.com/pclr/ (Schein et al. 2001) 
d http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html (Small et al. 2004) 
e http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ 
f http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/ (Bannai et al. 2002) 
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Abbildung 28: Untersuchung des Einflusses von MetC auf die Erkennung plastidärer Promotoren 
durch RpoTp. (A) Expression und Aufreinigung von rekombinantem MetC. Das N-terminal mit einem 
Hexahistidin-tag fusionierte Protein wurde in E. coli exprimiert (linkes Panel, Kap. 2.2.5.1.2.3), über 
Ni2+-NTA Agarose gereinigt (Kap. 2.2.5.1.3.2) und durch SDS-PAGE und Coomassie-Färbung analy-
siert (Kap. 2.2.5.2.2). Parallel wurde ein Molekulargewichtsmarker (M) aufgetragen; die Größen sind 
in kD angezeigt. Das rekombinante Protein ist durch einen Pfeil markiert und korrespondiert in der 
Größe mit dem durch ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html) vorhergesagten Molekular-
gewicht von 35,3 kD. UI: E. coli Gesamtprotein, uninduziert; I: E. coli Gesamtprotein, induziert; E: 
Ni2+-NTA Agarose-Eluat. Die Identität des exprimierten Proteins wurde durch Immunodetektion des 
Hexahistidin-tags bestätigt (rechtes Panel, Kap. 2.2.5.2.3). (B) Schematische Darstellung der in die in 
vitro-Transkription eingesetzten Vektoren. Zur Konstruktion von pKL23-PrpoB und pKL23-PclpP 
wurden ~ 300 bp-cpDNA-Fragmente, die den Promotor PrpoB-300 bzw. PclpP-58 enthalten, über 
SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkripte bei Initiation an 
den inserierten Promotoren gefolgt von einer Termination an hisa und/oder thra oder an der für die 
Linearisierung verwendeten Restriktionsschnittstelle EcoRI (E) und entsprechende Transkriptlängen 
sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. (C) RpoTp wurde auf promotorspezifische 
Transkription von den superhelikalen (ccc) und linearen (lin) Vektoren pKL23-PrpoB und pKL23-
PclpP in An- und Abwesenheit von rekombinantem MetC getestet. Transkriptanalyse und Beschrif-
tung wie in Abbildung 9 A. 
 
 
Transitpeptid im pPROTet-System mit einem N-terminalen Hexahistidin-tag in E. coli expri-
miert (Abbildung 28 A) und das lösliche Protein über Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt (A, 
linkes Panel, Spur E). Die Identität des rekombinanten Proteins wurde durch Immunodetekti-
on des Histidin-tags bestätigt (A, rechtes Panel, Spur E). Das gereinigte rekombinante Protein 
wurde in äquimolaren Mengen bezogen auf die RpoTs in Transkriptionsreaktionen mit den 
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plastidären Promotoren PrpoB-300 und PclpP-58 auf linearen oder zirkulären Matrizen einge-
setzt (Abbildung 28 B, C). In keiner der Reaktionen konnte eine Stimulation der Transkription 
oder eine Erkennung bislang nicht transkribierter Promotoren beobachtet werden (C, Spuren 
„+“). Auch RpoTmp zeigte in Reaktionen mit MetC ein unverändertes Transkriptionsverhal-
ten (Daten nicht gezeigt). 
 
Der mitochondriale HMG-Box-Faktor mtTFA erwies sich als essentiell für die Transkription 
in Humanmitochondrien und ist als trans-wirkender Faktor in Hefemitochondrien zwar nicht 
essentiell, vermutlich jedoch an der Ausbildung des Promotorkomplexes beteiligt (vgl. Kap. 
1.2.4.2). Obwohl in Arabidopsis bislang keine HMG-Box-Proteine mit einer organellären Lo-
kalisierung identifiziert werden konnten, wurde der Einfluss eines HMG-Proteins auf die 
Konformation der DNA-Matrize und damit auf die Transkriptionsinitiation durch die RpoT-
Polymerasen im in vitro Assay untersucht. Die Zugabe des rekombinanten, in vivo Chromatin-
assoziierten HMG2a aus Mais (zur Verfügung gestellt von K. D. Grasser, Aalborg), zeigte 
jedoch keinerlei stimulierenden Einfluss auf die in vitro-Transkription der plastidären Promo-
toren PclpP-58 und PrpoB-300 durch RpoTp (Daten nicht gezeigt). 
 
In Arabidopsis konnte für einen Spezifitätsfaktor der PEP, AthSig1 (At1g64860), experimen-
tell durch GFP-Importstudien in Tabak-Protoplasten eine Kolokalisierung in beiden Organel-
len gezeigt werden (H. Tandara und K. Liere, unveröffentliche Daten), was eine potentielle 
Interaktion mit den mitochondrialen, aber auch mit den plastidären Phagentyp-RNA-
Polymerasen impliziert (vgl. Kap.1.2.4). Um eine mögliche Rolle von AthSig1 als Kofaktor 
der Phagentyp-RNA-Polymerasen zu überprüfen, wurde der mit einem N-terminalen Hexa-
histidin-tag fusionierte AthSig1 unter Verwendung des pTrc-His-Systems in E. coli expri-
miert, durch Ni2+-Affinitätschromatographie aufgereinigt und durch Immunodetektion des 
Histidin-tags bestätigt (Daten nicht gezeigt). Die anschließenden in vitro-
Transkriptionsanalysen mit RpoTmp und RpoTp zusammen mit äquimolaren Mengen des 
Faktors AthSig1, zeigten allerdings keine veränderte Erkennung und Transkription der plasti-
dären Promotoren PrpoB-300, Prps4-151, PatpB-318, PaccD-252, Pycf1-39, Pycf1-104, 
PaccD-172, Prps15-139, Prrn16-139 oder PclpP-58 (Daten nicht gezeigt). 
3.1.10 Untersuchung der Terminatorfunktion des 3’-UTRs des mitochondrialen atp9-Gens 
In den Organellen sind bislang keine dezidierten Terminatoren der Transkription durch Pha-
gentyp-Polymerasen beschrieben worden. Von mitochondrialen Transkripten in Pflanzen wird 
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angenommen, dass die Termination durch Nukleasen erfolgt, die das RNA-3’-Ende definieren 
[Dombrowski et al., 1997; Forner et al., 2007; Perrin et al., 2004]. Ausgehend von den Klasse 
I-Terminationssignalen der nahe verwandten T7-RNAP ist ebenfalls eine Termination durch 
eine sich ausbildende Sekundärstruktur in der naszierenden RNA denkbar (vgl. Kap. 1.2.5).  
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Abbildung 29: Untersuchung des Terminationspotentials des 3’-UTRs des mitochondrialen atp9-Gens 
aus Arabidopsis. (A) Stromaufwärts vom 3’-Ende des atp9-Transkriptes liegende Doppel-
Haarnadelstruktur. Terminierende Nukleotide sind durch Pfeile und ihre Position in Bezug zum Stop-
kodon gekennzeichnet (1. Nukleotid stromabwärts vom Stopkodon entspricht der Position +1). Abbil-
dung aus Forner et al. [2007]. (B) Schematische Darstellung der Vektoren pKL23-Patp8-A und 
pKL23-Patp8-Tatp9. Zur Konstruktion von pKL23-Patp8-Tatp9 (rechts) wurde ein 139 bp mtDNA-
Fragment, das die unter (A) gezeigte 3’-UTR-Region des atp9-Gens enthält, über PstI/EcoRI-
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pKL23-Patp8-A (links) inseriert. Die 3’-terminalen Nukleoti-
de (Tatp9) an den Positionen +179/180 (s. A) sind durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet. Die erwarte-
ten Transkripte bei Initiation am Patp8-228/226-Promotor gefolgt von einer Termination an Tatp9 
bzw. hisa und/oder thra und entsprechende Transkriptlängen sind angezeigt. Zur Vereinfachung wurde 
der in vitro lediglich durch 5’-RACE detektierbare Promotor Patp8-157 nicht dargestellt (vgl. 
Abbildung 9 B). Symbole wie in Abbildung 9 B. (C) In vitro-Transkriptionsassay zur Untersuchung 
des Terminationspotentials von Tatp9 nach promotorspezifischer Initiation an Patp8-228/226 durch 
RpoTm (Tm) und RpoTp (Tp). Die Vektoren pKL23-Patp8-A (1) und pKL23-Patp8-Tatp9 (2) wurden 
in superhelikaler Form angeboten. Spezifische RNA-Produkte, die aufgrund der Länge einer Initiation 
an Patp8-228/226 und Termination an hisa (Signal P-hisa) bzw. thra (Signal P-thra) zugeordnet wur-
den, sind durch Pfeilspitzen angezeigt. Transkriptanalyse wie beschrieben in Abbildung 9 A. 
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Diese Überlegung wird dadurch gestützt, dass sowohl für die T7-RNAP als auch für RpoTm 
und RpoTp eine effiziente Termination an E. coli Attenuatoren (hisa/thra) demonstriert wurde 
(vgl. vorherige Kapitel). Kürzlich konnten Forner et al. [2007] zahlreiche 3’-terminale 
Regionen mitochondrialer Transkripte aus Arabidopsis detektieren. Die nahezu identischen 
3’-UTRs des atp9- und nad1-Gens zeichnen sich durch eine Doppel-Haarnadelstruktur exakt 
stromaufwärts des Transkriptendes aus (Abbildung 29 A), die keiner bekannten Nuklease-
Prozessierungssequenz entspricht. Um zu überprüfen, ob es sich bei dieser Haarnadelstruktur 
um ein mitochondriales Terminationssignal für die Phagentyp-RNA-Polymerasen handelt, 
wurde die entsprechende 3’-Region des atp9-Gens (Tatp9) stromaufwärts der bakteriellen 
Attenuatoren hisa/thra in den Vektor pKL23-Patp8-A inseriert (Abbildung 29 B). Bei in vitro-
Transkription des Vektors pKL23-Patp8-Tatp9 sollten im Falle einer Termination der RNA-
Polymerasen am inserierten 3’-UTR Transkripte definierter Länge entstehen. Sowohl die 
mitochondrialen Enzyme RpoTm und RpoTmp als auch die plastidäre RNAP RpoTp wurden 
im in vitro-Assay auf eine mögliche Termination an Tatp9 untersucht. RpoTm und RpoTp 
lieferten hierbei Transkripte der erwarteten Länge bei einer Termination an hisa und thra, aber 
nicht für eine Termination an Tatp9 (Abbildung 29 C). RpoTmp synthetisierte auch hier keine 
spezifischen RNAs (Daten nicht gezeigt). Demnach fungierte die Haarnadelstruktur des 3’-
UTR des untersuchten atp9-Gens zumindest in vitro für keines der rekombinanten Enzyme als 
Terminationssignal und könnte in vivo eher als Prozessierungssignal dienen. 
 
3.1.11 RpoT-Inhibitorstudien 
Im Gegensatz zu der plastidenkodierten, Bakterientyp-RNA-Polymerase sind bislang keine 
spezifischen Hemmstoffe der Phagentyp-RNA-Polymerasen bekannt. Das Vorliegen eines 
tatsächlich spezifischen Inhibitors der RpoTs könnte weitreichende Möglichkeiten bei der 
Analyse der organellären Gentranskription und der Aufklärung der molekularen Basis der 
DNA-abhängigen RNA-Synthese eröffnen. 
 
3.1.11.1 Untersuchung der inhibitorischen Wirkung des T7/SP6-RNA-Polymerase-Inhibitors 
Cyclothiazomycin B1 
Kürzlich ist es Hashimoto et al. [2006] gelungen ein Thiopeptid-Antibiotikum aus Streptomy-
ces, Cyclothiazomycin B1, zu isolieren und charakterisieren. Es zeigte sich, dass diese Sub-
stanz einen inhibitorischen Effekt auf die DNA-abhängige RNA-Synthese durch die RNAPs 
der Bakteriophagen T7 und SP6 hat, wogegen das als Kontrolle mitgeführte Thiopeptid-
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Antibiotikum Thiostrepton keinen hemmenden Einfluss ausübte. Da die von den T7/SP6-
RNA-Polymerasen erkannten Promotorsequenzen deutlich unterschiedlich sind, gehen die 
Autoren von einer Hemmung der Transkriptelongation aus. 
Aufgrund der phylogenetischen Verwandtschaft der Phagentyp-RNA-Polymerasen zu der des 
T7-Phagen sollte die mögliche inhibitorische Wirkung von Cyclothiazomycin B1 auf die re-
kombinanten RpoTs untersucht werden. Transkriptionsassays mit den Enzymen RpoTm und 
RpoTp in Anwesenheit verschiedener RNAP-Inhibitoren zeigten, dass beide Enzyme durch 
Cyclothiazomycin B1 inhibiert wurden (Abbildung 30 A, Panele RpoTm und RpoTp, Spuren 
„B1“), wogegen sie nur eine geringe Hemmung durch Rifampicin, einem Inhibitor bakteriel- 
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Abbildung 30: Inhibitorstudien zur Untersuchung des Einflusses von Cyclothiazomycin B1 auf die 
rekombinanten RNA-Polymerasen RpoTm und RpoTp. (A) RpoTm und RpoTp (je 900 fmol) wurden 
auf promotorspezifische Transkription vom superhelikalen Vektor pKL23-Patp8-A (vgl. Abbildung 17 
A) in Anwesenheit von 200 µM Cyclothiazomycin B1 (B1), 200 µM Thiostrepton (TS) oder 0,6 µM 
(0,5 µg/ml) Rifampicin (Rif) getestet. Entsprechend wurden 0,1 U T7-RNA-Polymerase (T7) und 0,05 
U E. coli RNA-Polymerase σ70-Holoenzym auf promotorspezifische Transkription von den Vektoren 
pKL23 bzw. pKL23-Prrn16 in Anwesenheit von 400 µM Cyclothiazomycin B1, 400 µM Thiostrepton 
oder 0,6 µM Rifampicin untersucht. Als Kontrollen fungierten Ansätze ohne Zugabe von Inhibitoren 
(K) bzw. Ansätze mit DMSO (D). Spezifische RNA-Produkte, die einer Initiation an den inserierten 
Promotoren und Termination an hisa bzw. thra entsprechen, sind durch Pfeilspitzen angezeigt. 
Transkriptanalyse und Beschriftung wie in Abbildung 9 A. (B) Schematische Darstellung der Vektoren 
pKL23 und pKL23-Prrn16. Der von der T7-RNA-Polymerase erkannte T7-Promotor (P-T7) auf dem 
Vektor pKL23 bzw. der von der E. coli-RNA-Polymerase erkannte Bakterientyp-PEP-Promotor (PEP-
112) und entsprechende Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 8 B. 
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ler RNA-Polymerasen aufwiesen (Spuren „Rif“). Allerdings wurden beide RpoTs auch durch 
vergleichbare molare Mengen der Kontrollsubstanz Thiostrepton inhibiert (Spuren „TS“). 
Zur vergleichenden Analyse wurden zudem die T7- und die E. coli-RNAP in die Studien mit-
einbezogen. Hierbei erfolgte die Transkription durch die T7-RNAP vom Vektor pKL23, der 
stromaufwärts der Terminatoren hisa/thra einen T7-Promotor enthält, die durch das E. coli-
Enzym vom Vektor pKL23-Prrn16, der den PEP-Promotor Prrn16-112 aufweist und von dem 
bakteriellen Protein erkannt wird (Abbildung 30 B). Für die T7-RNAP konnte die von Hashi-
moto et al. [2006] detektierte Inhibition durch Cyclothiazomycin B1 im in vitro Assay eindeu-
tig bestätigt werden (Abbildung 30 A, Panel T7, Spur „B1“). Die Zugabe des Antibiotikums 
Thiostrepton zeigte, wie beschrieben, keinen hemmenden Effekt auf das Bakteriophagen-
Enzym (Panel T7, Spur „TS“). Die E. coli RNAP ließ sich lediglich durch den bakteriellen 
RNA-Polymerase-Inhibitor Rifampicin hemmen und zeigte eine unveränderte transkriptionel-
le Aktivität in Anwesenheit der Thiopeptid-Antibiotika (Panel E. coli). Da im Gegensatz zur 
T7-RNA-Polymerase auch das Kontrollsubstrat Thiostrepton zu einer Inhibition der rekombi-
nanten RNA-Polymerasen RpoTm, RpoTp und RpoTmp (Daten für Tmp nicht gezeigt) im in 
vitro-Transkriptionsassay führte, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die gesehene Inhi-
bition lediglich auf einer Störung des empfindlichen in vitro-Systems durch die zugegeben 
Substanzen und nicht auf einer spezifischen Inhibition der RpoTs beruht. Es wurden daher 
zusätzliche Analysen mit Cyclothiazomycin B1 durchgeführt, die zugleich die biologische 
Anwendbarkeit dieser Substanz belegen sollten. Es wurde zunächst die Keimung von Arabi-
dopsis WT-Samen auf Cyclothiazomycin B1-haltigen (500 µM) SEA-Platten untersucht. Es 
zeigte sich hierbei jedoch kein Unterschied in der Keimungsrate oder im Phänotyp verglichen 
mit Keimlingen, die ohne das Antibiotikum angezogen wurden (Daten nicht gezeigt). Auch 
Run On-Experimente (Kap. 2.2.4) mit isolierten Arabidopsis Chloroplasten in An- und Abwe-
senheit des potentiellen Inhibitors Cyclothiazomycin B1 zeigten keine signifikant veränderte 
Transkription der untersuchten plastidären Gene (Daten nicht gezeigt). Die durchgeführten 
Untersuchungen deuten somit nicht auf eine spezifische Hemmung der RpoTs durch den T7-
RNAP-Inhibitor Cyclothiazomycin B1 hin. 
 
3.1.11.2 Untersuchungen zur Regulation der Phagentyp-RNA-Polymerase-Aktivität durch 
tRNAGlu 
Kürzlich wurde von Hanaoka et al. [2005] berichtet, dass die vom plastidären trnE-Gen ko-
dierte, PEP-transkribierte tRNAGlu  direkt und spezifisch an rekombinantes RpoTp-Protein aus 
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Arabidopsis bindet und die RNA-Polymeraseaktivität durch Verhinderung der Bindung an die 
DNA hemmt (vgl. Kap. 1.2.5). 
Um diese postulierte Regulation von RpoTp durch tRNAGlu auf der Ebene der Transkription 
näher zu beleuchten, wurde zunächst das rekombinante Enzym RpoTp zusammen mit der in 
vitro transkribierten plastidären tRNAGlu aus Arabidopsis und alternativ anderen plastidären 
tRNAs (tRNAGly, tRNAVal) zur Kontrolle auf eine spezifische Hemmung der Transkription 
des plastidären Pycf1-NEP-Promotors und des mitochondrialen Patp8-226/228-Promotors hin 
untersucht (Abbildung 31). Die in Anwesenheit variabler tRNAs durchgeführten Experimente  
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Abbildung 31: Hemmung rekombinanter RpoTp durch variable tRNAs im in vitro-
Transkriptionsassay. (A) Illustration in vitro synthetisierter tRNAs (Kap. 2.2.7.2). Jeweils 1 µg 
tRNAGlu (Glu), tRNAGly (Gly), tRNAVal (Val) wurden auf einem 10%igen denaturierenden Polyacryla-
midgel aufgetrennt und durch Ethidiumbromidfärbung und UV-Transillumination visualisiert (Kap. 
2.2.3.2.3). Die synthetisierten tRNAs sind durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet. (B) Die Promotor-
spezifische Transkription wurde von den superhelikalen Plasmiden pKL23-Pycf1 (links) und pKL23-
Patp8-A (rechts) in Gegenwart von ansteigenden Mengen tRNAGlu, tRNAGly und tRNAVal getestet 
(tRNA/Protein, Molare Ratios: 10, 100). Distinkte RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen gekenn-
zeichnet und korrespondieren mit einer Transkriptionsinitiation an den Promotoren Pycf1-39 bzw. 
Patp8-228/226 gefolgt von einer Termination an hisa und thra. Erwartete Transkriptgrößen wie ge-
zeigt in Abbildung 13 B und Abbildung 17 A. Transkriptanalyse wie beschrieben in Abbildung 9 A. 
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zeigten, dass die Zugabe von tRNAGlu in Abhängigkeit von der eingesetzten Menge zu einer 
deutlichen Inhibition der spezifischen sowie unspezifischen (obere Banden und „Schmier“) 
Transkription durch RpoTp führte (Spuren 1-3). Allerdings konnte dieser Effekt auch bei Ein-
satz der von Hanaoka et al. [2005] als nicht-hemmend beschriebenen tRNAs für Val und Gly 
beobachtet werden (Spuren 4-9). 
Da die gezeigten Ergebnisse die von Hanaoka et al. [2005] durchgeführten Experimente nur 
bedingt bestätigten, sollte durch elektrophoretische Mobilitätsassays und Kompetitionsexpe-
rimente die spezifische Bindung von tRNAGlu an RpoTp überprüft werden. Bindungsstudien 
mit dem aufgereinigten rekombinanten RpoTp-Protein und tRNAGlu zeigten ein deutlich ver-
ändertes Migrationsverhalten des RpoTp-tRNAGlu-Komplexes im Polyacrylamidgel 
(Abbildung 32 A). Die Bindung der tRNAGlu an RpoTp ließ sich allerdings sowohl durch die 
Zugabe nicht-radioaktivmarkierter tRNAGlu, als auch durch tRNAVal und tRNAGly kompetitie-
ren und erwies sich demnach als für tRNAGlu unspezifisch. Weitere Studien konnten die Spe-
zifität der Bindung von tRNAGlu an RpoTp ebenfalls nicht bestätigen, da auch für die rekom-
binanten Enzyme RpoTm und RpoTmp eine Bindung dieser tRNA gezeigt werden konnte 
(Abbildung 32 B). Auch diese Bindungen ließen sich durch Zugabe nicht-radioaktivmarkierter  
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Abbildung 32: Elektrophoretischer Mobilitätsassay (Kap. 2.2.6) (A) nach Inkubation von 0,4 pmol 32P-
markierter tRNAGlu mit 0,8 pmol (Tp0,8) und 1,6 pmol (Tp1,6) rekombinanter RpoTp in Ab- oder An-
wesenheit nicht-markierter tRNAGlu (Glu), tRNAVal (Val) oder tRNAGly (Gly). (B) nach Inkubation von 
0,4 pmol 32P-markierter tRNAGlu mit 1,6 pmol rekombinanter RpoTp (Tp), RpoTm (Tm) oder 
RpoTmp (Tmp) in Ab- oder Anwesenheit von 40 pmol nicht-markierter tRNAGlu (Glu) oder tRNAVal 
(Val). Die RNA/Proteinkomplexe wurden auf nativen 5%igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt und 
durch Autoradiographie detektiert (Kap. 2.2.3.2.4). 
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tRNAGlu und tRNAVal kompetitieren. Es scheint sich hier eher um eine unspezifische RNA-
Polymerase-tRNA-Bindung als um eine spezifische Interaktion der RpoTs mit tRNAGlu zu 
handeln. 
 
3.1.12 RNA-abhängige RNA-Polymeraseaktivität der RpoT-Polymerasen 
Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Phagentyp-RNA-Polymerasen RpoTm, 
RpoTmp und RpoTp um DNA-abhängige RNA-Polymerasen handelt. Von der T7-RNAP ist 
bekannt, dass dieses Enzym zudem eine RNA-abhängige RNA-Polymerase-Aktivität besitzt 
[Arnaud-Barbe et al., 1998; Biebricher und Luce, 1996; Konarska und Sharp, 1989; Konarska 
und Sharp, 1990]. Es sollte daher untersucht werden, ob die rekombinanten Phagentyp-RNA-
Polymerasen RpoTm, RpoTmp und RpoTp ebenfalls in der Lage sind, RNA-Matrizen zu 
transkribieren. 
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Abbildung 33: Endmarkierung einer unspezifischen RNA-Matrize durch RpoTm, RpoTmp und RpoTp 
(Kap. 2.2.7.3). Als RNA-Matrize diente der in Abwesenheit von radioaktiv-markiertem UTP durch T7-
RNA-Polymerase synthetisierte, DNaseI verdaute RNA-Längenstandard (RNA Century Marker 
Template Set, Ambion; Kap. 2.2.7.1.4). Je 900 fmol RNA-Polymerase wurden auf die Fähigkeit zum 
Anhängen radioaktiv-markierter Nukleotide (je 10 µCi [α-32P]-UTP (U*), [α-32P]-CTP (C*), [α-32P]-
ATP (A*) oder [α-32P]-GTP (G*)) an den RNA-Längenstandard (55 ng) untersucht. Spezifische RNA-
Transkripte sind durch Pfeilspitzen markiert. Als Referenz diente der in Gegenwart von [α-32P]-UTP 
durch T7-RNA-Polymerase synthetisierte RNA-Längenstandard (M; Kap. 2.2.3.2.3). 
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Zunächst wurde die Fähigkeit der RpoTs überprüft einzelne definierte Nukleotide an eine 
RNA-Matrize anzuhängen. Als unspezifische RNA-Matrize für die in vitro-Transkription 
diente ein nicht-radioaktivmarkierter RNA-Längenstandard (Kap. 2.2.7.1.4). Die Transkripti-
onsreaktion durch die RpoTs wurde in Gegenwart der radioaktiv-markierten Nukleotide UTP, 
CTP, ATP oder GTP durchgeführt. Wie in Abbildung 33 dargestellt, konnte das für den RNA-
Marker typische Bandenmuster (vgl. Spur „M“, links) durch Anhängen eines oder weniger 
radioaktiver Nukleotide an die RNA-Matrize durch alle drei RNA-Polymerasen erzeugt wer-
den. Es schien dabei keine besondere Präferenz für eines der vier angebotenen Nukleotide 
vorzuliegen. Der z. T. beobachtete „Schmier“ und zusätzlich auftretende Produkte könnten 
das Anhängen mehrerer Nukleotide oder die Markierung gering abundanter RNA-Matrizen, 
die bei der Synthese des RNA-templates durch vorzeitige Termination entstehen, andeuten. 
Weitere in vitro-Transkriptionsversuche sollten Hinweise darauf liefern, ob die RpoTs über 
das Anhängen einzelner Nukleotide hinaus in der Lage sind, die angebotene RNA-Matrize 
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Abbildung 34: In vitro-Transkription einer unspezifischen RNA-Matrize durch RpoTm, RpoTmp und 
RpoTp (Kap. 2.2.7.3). Als RNA-template diente der in Abwesenheit von radioaktiv-markierten UTP 
durch T7-RNA-Polymerase synthetisierte, DNaseI verdaute RNA-Längenstandard (RNA Century 
Marker Template Set, Ambion; Kap. 2.2.7.1.4). Je 900 fmol RNA-Polymerase wurden auf die 
Fähigkeit zur Transkription der RNA-Matrize (55 ng) in Gegenwart von 5 µCi [α-32P]-UTP (U*) und 
133 µM nicht-markierter Nukleotide (ATP (A), CTP (C), GTP (G)) bzw. 5 µCi radioaktiv-markierter 
Nukleotide ([α-32P]-CTP (C*), [α-32P]-ATP (A*), [α-32P]-GTP (G*)) untersucht wie angezeigt. 
Spezifische RNA-Transkripte sind durch Pfeilspitzen markiert. Als Referenz diente der in Gegenwart 
von [α-32P]-UTP durch T7-RNA-Polymerase synthetisierte RNA-Längenstandard (M; Kap. 2.2.3.2.3). 
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vollständig zu transkribieren. In den vergleichenden Reaktionen wurden zusätzlich zu dem 
radioaktiven UTP die markierten oder nicht-markierten Nukleotide ATP, GTP und CTP ange-
boten (Abbildung 34). Es zeigte sich, dass bei Angebot aller Nukleotide (Spuren 1 und 2) der 
radioaktive Einbau höher war als bei Zugabe von lediglich markiertem UTP (Spur 3). Beson-
ders deutlich wird dies beim Vergleich der Spuren 1 und 3, da hier die Zunahme der Signalin-
tensität lediglich auf vermehrtem UTP-Einbau beruhen kann. Da sich jedoch die Länge der 
detektierten Produkte nicht änderte, ist eine Transkription der RNA-Matrize wahrscheinlicher 
als das einfache Anhängen mehrerer Nukleotide. Die durchgeführten Versuche belegen deut-
lich eine wahrscheinlich unspezifische RNA-abhängige RNA-Polymerase-Aktivität der re-
kombinanten RpoTs, wobei auch hier das Enzym RpoTmp im Vergleich zu RpoTp und 
RpoTm wie bei der Transkription von DNA-Matrizen (vgl. Kap. 3.1) eine höhere Prozessivi-
tät aufwies. Eine vom T7-Promotor ausgehende Transkription der RNA-Matrize durch die 
rekombinanten RpoTs ist unwahrscheinlich, da dieser Promotor in vorherigen in vitro-Studien 
(vgl. Kap. 3.1.1) nicht transkribiert wurde. 
 
3.2 Transkription eines mitochondrialen Promotors in transgenen Plastiden 
Die Transkriptionssysteme der Mitochondrien und Plastiden weisen auffällige 
Gemeinsamkeiten auf. Alle mitochondrialen Gene und ein Teil der plastidären Gene werden 
durch miteinander verwandte Phagentyp-RNA-Polymerasen transkribiert (vgl. Kap. 1.2.2). 
Hinzu kommt, dass viele der organellären Promotoren eine ähnliche strukturelle Organisation 
zeigen (vgl. Kap. 1.2.3, Tabelle 13). In den vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, 
dass die rekombinanten Enzyme RpoTm und RpoTp trotz verschiedener in vivo 
Lokalisierungen in vitro eine überlappende Gruppe mitochondrialer und plastidärer 
Promotoren erkennen. Die Tatsache, dass RpoTp viele der mitochondrialen Promotoren 
ähnlich effizient erkannte wie das Enzym RpoTm, führte zu der Überlegung, inwieweit das 
plastidäre Transkriptionssystem in planta in der Lage ist, an mitochondrialen Promotoren 
korrekt zu initiieren. Um die Aktivität eines mitochondrialen Promotors in Plastiden zu 
untersuchen, wurde einer der am umfangreichsten charakterisierten mitochondrialen 
Promotoren, der atpA-Promotor aus Oenothera berteriana ausgewählt [Binder und Brennicke, 
1993]. Dieser Promotor weist ein in die Konsensussequenz eingebettetes YRTA-Motiv auf 
und wird im Folgenden entsprechend des 209 nt stromaufwärts des Translationsstarts 
liegenden Transkriptionsinitiationsortes als PatpA-209 bezeichnet. 
3 ERGEBNISSE                    108 
3.2.1 Erkennung des mitochondrialen PatpA Promotors durch eine plastidäre und eine mito-
chondriale Phagentyp-RNA-Polymerase in vitro 
Um zu untersuchen, ob die Arabidopsis RNA-Polymerasen RpoTm, RpoTmp und RpoTp die 
intrinsische Fähigkeit zur Erkennung und Transkription des mitochondrialen PatpA-Promotors 
aus Oenothera besitzen, wurden zunächst in vitro-Transkriptionsstudien durchgeführt 
(Abbildung 35). Hierzu wurde die PatpA-Promotorregion stromaufwärts der Terminations-
signale hisa/thra in den Vektor pKL23 inseriert (Abbildung 35 B). Der resultierende Vektor 
pKL23-PatpA wurde in superhelikaler Form in in vitro-Transkriptionsassays mit den rekom-
binanten Enzymen RpoTm, RpoTmp und RpoTp aus Arabidopsis (vgl. Kap. 3.1) eingesetzt 
(Abbildung 35 A). Die Transkription durch RpoTm und RpoTp lieferte, wie für eine Initiation  
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Abbildung 35: In vitro-Transkription des mitochondrialen Promotors PatpA-209. (A) RpoTm (Tm), 
RpoTp (Tp) und RpoTmp (Tmp) wurden auf promotorspezifische Transkription vom superhelikalen 
Vektor pKL23-PatpA getestet. Spezifische RNA-Produkte sind durch Pfeilspitzen angezeigt und wur-
den nach der Bestimmung der Transkript-5’-Enden (s. (C)) der Initiation an PatpA-209 gefolgt von 
einer Termination an hisa und thra zugeordnet. Transkriptanalyse und Beschriftung wie in Abbildung 
9 A. (B) Zur Konstruktion des Vektors pKL23-PatpA wurde ein 240 bp-mtDNA-Fragment aus Oe-
nothera berteriana, das den Promotor PatpA-209 enthält, über SacI/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in 
pKL23 inseriert. Die erwarteten Transkripte bei Initiation an PatpA-209 gefolgt von einer Termination 
an hisa und thra und entsprechende Transkriptlängen sind gekennzeichnet. Symbole wie in Abbildung 
8 B. (C) 5’-RACE der in vitro von RpoTm und RpoTp synthetisierten RNA (Kap. 2.2.3.8). Transkripte 
mit einem ligierten 5’-RNA-Linker (+L) und als Kontrolle nicht-ligierte Transkripte (-L) wurden einer 
RT-PCR unterzogen. Die PCR-Produkte wurden parallel zu einem DNA-Längenstandard (M; Angaben 
in bp) in Agarosegelen aufgetrennt, kloniert und sequenziert. Das dem 5’-Ende entsprechende Signal 
ist durch den dazugehörigen Promotornamen und Initiationsort gekennzeichnet. 
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an PatpA und anschließender Termination an hisa/thra erwartet, jeweils zwei deutliche RNA-
Produkte mit einer Größe von etwa 310 und 380 nt (Spuren Tm, Tp). Dagegen konnten für 
RpoTmp keine spezifischen Transkripte detektiert werden (Spur Tmp). 
Um den genauen Startpunkt der in vitro durch RpoTm und RpoTp synthetisierten Transkripte 
zu bestimmen, wurde eine 5’-RACE-Analyse vorgenommen (Abbildung 35 C, Kap.2.2.3.8). 
Die Sequenzierung der korrespondierenden PCR-Produkte ließ erkennen, dass RpoTm den 
Promotor PatpA exakt transkribierte. Alle detektierten in vitro-Startpunkte entsprachen dem in 
vivo beschrieben Transkriptionsinitiationsort in Mitochondrien aus Oenothera. Interessanter-
weise entsprachen im Fall von RpoTp nur etwa ein Drittel der RNA-5’-Enden dem exakten 
Startpunkt an Position -209, wogegen die übrigen Transkripte ein bis fünf Nukleotide strom-
auf- oder abwärts bzw. in einer AT-reichen Region 30 nt stromaufwärts des korrekten Initiati-
onsortes lagen. Demnach waren zwar sowohl RpoTm als auch RpoTp in vitro in der Lage den 
angebotenen PatpA-Promotor korrekt zu transkribieren, RpoTp allerdings mit geringerer Prä-
zision. 
3.2.2 Expression eines mitochondrialen Promotors in Plastiden in planta 
Nachdem der in vitro Beweis für die Transkription des PatpA-Promotors durch eine plastidäre 
RNAP vorlag, sollte die in vivo Erkennung dieses Promotors in Chloroplasten nachgewiesen 
werden. Zu diesem Zweck wurde ein chimäres Reportergenkonstrukt hergestellt, das die ko-
dierende Region des Kanamycingens (nptII) unter Kontrolle des mitochondrialen Promotors 
PatpA beinhaltete (Abbildung 36). Um ein Mitochondrien-typisches Gen zu erzeugen, wurde 
zusätzlich stromabwärts des nptII-Gens das 3’-UTR des mitochondrialen atp9-Gens inseriert. 
3’-UTRs sind im Allgemeinen sowohl in Plastiden als auch in Mitochondrien für die Ausbil-
dung einer stabilen RNA-Sekundärstruktur verantwortlich, welche die RNA-Stabilität und 
Prozessierung des 3’-Endes gewährleistet. 
Mit dieser chimären Mitochondrien-typischen nptII-Kassette wurden zwei Plastidentransfor-
mationsvektoren konstruiert. Der Vektor pSR7 enthält die nptII-Kassette in der gleichen 
transkriptionellen Orientierung wie das stromaufwärts liegende trnfM Gen und das stromab-
wärts liegende selektierbare Markergen aadA, das eine Spectinomycin/Streptomycin-
Resistenz verleiht. Da bei diesem Konstrukt die mRNA-Akkumulation zumindest teilweise 
durch eine Kotranskription des trnfM-Gens aufgrund unvollständiger Termination hervorgeru-
fen werden könnte, wurde zusätzlich der Transformationsvektor pSR8 konstruiert, der die 
nptII-Kassette in umgekehrter Orientierung enthielt, wodurch eine Kotranskription mit ande-
ren Genen ausgeschlossen werden sollte. Die Vektoren wurden in Tabak-Chloroplasten trans- 
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Abbildung 36: Plastiden-Transformationsvektoren für die Expression eines chimären nptII-Gens unter 
Kontrolle eines mitochondrialen Promotors. (A) Schematische Darstellung der Zielregion im plastidä-
ren Genom von Nicotiana tabacum. Gene sind durch schwarze horizontale Balken und den dazugehö-
rigen Namen gekennzeichnet. Gene oberhalb der Linie zeigen eine Transkription von links nach 
rechts, unterhalb der Linie eine Transkription in umgekehrter Richtung an. Restriktionsschnittstellen, 
die für die Klonierung, RFLP-Analyse oder Generierung von Hybridisierungssonden verwendet wur-
den, sind angezeigt. (B) Plastiden-Transformationsvektoren pSR7 und pSR8 nach Integration in das 
plastidäre Genom. Die integrierten Gene sind durch gemusterte Balken dargestellt. Der selektierbare 
Marker für die Chloroplastentransformation, aadA, ist unter Kontrolle eines Plastiden-spezifischen 
Expressionssignals, wogegen die Transkription der Kanamycin-Resistenzkassette, nptII, mitochondria-
len Expressionssignalen unterliegt. Beschriftung wie unter (A). Prrn: plastidärer rRNA-Operon Promo-
tor [Svab und Maliga, 1993]; TpsbA: 3’UTR des plastidären psbA-Gens; PatpA: mitochondrialer atpA 
Promotor aus Oe. berteriana; Tatp9: 3’UTR des mitochondrialen atp9-Gens. (Abbildung mit freundli-
cher Genehmigung von S. Ruf, AG Bock). 
 
 
formiert und mit Hilfe der erhaltenen Spectinomycin-/Streptomycin-Resistenz bis zur Ho-
moplasmie selektiert. Die Integration des Transgens in den erhaltenen Mutanten wurde durch 
Southern blot-Analysen bestätigt [Bohne et al., 2007]. Des Weiteren zeigten die Mutanten 
eine geringfügig höhere Kanamycin-Resistenz als der Wildtyp und wiesen im Northern blot 
ein gering abundantes nptII-Transkript auf [Bohne et al., 2007]. Die Konstruktion der Trans-
formationsvektoren, die Erzeugung der Mutanten sowie die bisher beschriebenen Mutanten-
analysen wurden von Dr. S. Ruf (Max-Planck-Institut für Molekulare Pflanzenphysiologie, 
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Potsdam-Golm) durchgeführt. Die Transformationsvektoren als auch die damit durch Plast-
identransformation erzeugten homoplastomischen Nicotiana tabacum-Mutanten, SR7 und 
SR8, wurden von S. Ruf für die nachfolgend beschriebenen Analysen zur Verfügung gestellt. 
Die gegenüber dem Wildtyp geringfügig höhere Kanamycin-Resistenz der transplastomen 
Tabak-Mutanten implizierte eine Expression der Plastom-integrierten nptII-Kassette unter 
Kontrolle des mitochondrialen PatpA-Promotors. Es konnte bislang jedoch noch nicht zwei-
felsfrei geklärt werden, ob das beobachtete monocistronische nptII-Transkript tatsächlich aus 
einer Transkriptionsinitiation an PatpA-209 resultiert oder möglicherweise ein Prozessie-
rungsprodukt längerer Vorläufer-RNAs ist, deren Transkription an einem stromaufwärts gele-
genen Plastidenpromotor initiiert wird. Um zwischen diesen beiden Möglichkeiten zu unter-
scheiden, sollte das genaue 5’-Ende des in vivo synthetisierten nptII-Transkriptes bestimmt 
werden (Abbildung 37). Zur exakten Kartierung des Transkriptionsinitiationsortes wurde eine 
5’-RACE-Technik verwendet, die es erlaubt zwischen primären und sekundären Transkrip-
tenden zu unterscheiden (Kap. 2.2.3.8). Primäre 5’-Enden organellärer Transkripte tragen 
Triphosphate, wogegen prozessierte Transkripte ein Monophosphat am 5’-Ende aufweisen. 
Lediglich Letztere fungieren als Substrat der RNA-Ligase, wodurch die Ligation eines RNA-
Adaptors durch dieses Enzym an primäre 5’-Enden erst nach enzymatischer Entfernung des 
5’-Pyrophosphates (z. B. durch das Enzym tobacco acid pyrophosphatase, TAP) möglich ist. 
Demnach werden in der 5’-RACE TAP-behandelter RNAs sowohl für primäre als auch für 
sekundäre Transkripte Produkte erhalten, wogegen ohne vorherige TAP-Behandlung Produkte 
von primären Transkripten deutlich reduziert oder abwesend sind. Durch den Vergleich der 5’-
RACE-Produkte TAP-behandelter und unbehandelter RNA (Abbildung 37 A, Spuren „+T“ 
und „-T“) wurde das 5’-Ende des primären nptII-Transkriptes in transplastomischen Pflanzen 
bestimmt. In der Tat stimmten die detektierten 5’-Enden exakt mit dem 5’-Ende des nativen, 
an PatpA-209 initiierten atpA-Transkriptes in Mitochondrien überein (Abbildung 37 B). Es ist 
hervorzuheben, dass im Gegensatz zu der Situation in den zuvor beschriebenen in vitro-
Assays (Kap. 3.2.1) alle sequenzierten 5’-RACE-Produkte das korrekte 5’-Ende an Position 
-209 aufwiesen (Daten nicht gezeigt), was auf eine wesentlich genauere Erkennung dieses 
mitochondrialen Promotors durch eine der plastidären Phagentyp-RNA-Polymerasen in vivo 
schließen lässt. Die zur Kartierung des in vivo synthetisierten 5’-Endes verwendete TAP-
RACE-Methode liefert zudem Hinweise darauf, dass das primäre nptII-Transkript nicht pro-
zessiert wird, da in der –TAP-Reaktion, in der die für sekundäre Transkripte charakteristi-
schen 5’-Monophosphat-Produkte amplifiziert werden, kein signifikantes Signal detektiert 
wird. 
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Abbildung 37: Korrekte Transkriptionsinitiation an einem mitochondrialen Promotor in transgenen 
Plastiden. (A) 5’-RACE-Analyse in vivo synthetisierter nptII-Transkripte (Kap. 2.2.3.8). Das TAP-
spezifische RT-PCR-Produkt (+T), das mit dem 5’-Ende primärer nptII-Transkripte korrespondiert, ist 
durch eine Pfeilspitze und den dazugehörigen Promotornamen in Bezug auf die Translationsinitiati-
onsstelle (+1) gekennzeichnet. Als Kontrolle diente ein paralleler 5’-RACE-Ansatz ohne TAP-
Behandlung (-T). (B) Das Chromatogramm zeigt eine typische Sequenz der klonierten 5’-RACE-
Produkte. Unterhalb des Chromatogramms ist die mitochondriale Promotorsequenz PatpA dargestellt. 
Beschriftung und Symbole wie in Abbildung 12. 
 
 
Um die Stärke der Transkription vom PatpA-Promotor mit plastidären NEP-Promotoren und 
einem starken PEP-Promotor zu vergleichen, wurden Run On-Assays mit isolierten 
Chloroplasten der SR7 und SR8-Mutanten durchgeführt (Kap. 2.2.4). Die neusynthetisierten 
[α-32P]-UTP markierten RNAs wurden mit auf einem Filter aufgebrachten Sequenzen des 
nptII-Gens und den Sequenzen der plastidären NEP-transkribierten Gene rpoB und clpP und 
des PEP-transkribierten psbA-Gens hybridisiert (Abbildung 38). Das Experiment bestätigte 
die aktive Transkription des nptII-Gens in den transplastomischen Linien SR7 und SR8. Wie 
erwartet zeigten die als Kontrolle mitgeführten Run On-Transkripte aus Wildtyp-
Chloroplasten („WT“) keine Hybridisierung mit der nptII-Sequenz auf dem Filter, wogegen 
die aus den Mutanten („SR7“, „SR8“) isolierten Transkripte deutliche Signale lieferten. Der 
PatpA-209-Promotor wurde hierbei weniger aktiv transkribiert als der starke psbA-PEP-
Promotor, was früher gefundenen Daten entspricht, die zeigten, dass in grünem Gewebe die 
transkriptionelle Aktivität der PEP wesentlich stärker ist als die der NEP. Dagegen waren die 
Hybridisierungssignale für das nptII-Transkript aus den Mutanten verglichen mit den Signalen 
für die Chloroplasten-eigenen NEP-Gene rpoB und clpP deutlich stärker, wodurch sich eine 
effizientere Nutzung des mitochondrialen Promotors als der beiden untersuchten NEP-
Promotoren andeutet. Die hier durchgeführten Experimente belegen eindeutig die korrekte in 
planta-Transkription des mitochondrialen PatpA-Promotors durch das plastidäre 
Transkriptionssystem. Welche RNA-Polymerase für die Transkription verantwortlich ist, lässt 
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sich aus den erhaltenen Daten nicht zweifelsfrei ableiten. Es kann jedoch mit großer 
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass die Transkription durch RpoTp erfolgt, da der 
PatpA-Promotor bereits in vitro durch dieses Enzym, nicht aber durch RpoTmp erkannt 
wurde. 
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Abbildung 38: Detektion neusynthetisierter nptII-Transkripte in isolierten transgenen Plastiden (Kap. 
2.2.4). Das Auftragsschema und dot-blot-Autoradiogramme von Chloroplasten-Run On-Experimenten 
sind dargestellt. Es wurden isolierte Chloroplasten 4-Wochen alter transplastomer (SR7/SR8) oder 
Wildtyp (WT) -Pflanzen untersucht. Die transkriptionelle Aktivität des mitochondrialen PatpA-
Promotors, der die Expression des chimären nptII-Gens kontrolliert, wurde mit der repräsentativer 
plastidärer Gene (rpoB, clpP, psbA) verglichen. 
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4 DISKUSSION 
4.1 Transkriptionelle Rollen der organellären Phagentyp-RNA-Polymerasen in Ara-
bidopsis thaliana 
4.1.1 Intrinsische Promotorspezifität von RpoTm und RpoTp 
Sowohl prokaryotische als auch eukaryotische RNA-Polymerasen benötigen Transkriptions-
faktoren für die Promotorerkennung. Im Gegensatz dazu ist die Erkennung von Promotorse-
quenzen eine intrinsische Fähigkeit der aus einem einzelnen Polypeptid bestehenden T7-
RNA-Polymerase [Übersicht in Cheetham und Steitz, 2000]. Diese bemerkenswerte Eigen-
schaft könnte sich während der Evolution der organellären Phagentyp-RNAPs aus dem einsti-
gen Bakteriophagen-Enzym erhalten haben. Die mitochondriale RNAP aus der Hefe ist in 
vitro in der Lage, Promotoren auf superhelikalen oder voraufgeschmolzenen Matrizen ohne 
zusätzliche Transkriptionsfaktoren zu erkennen [Matsunaga und Jaehning, 2004]. Dennoch ist 
für das Hefeenzym bekannt, dass in vivo Kofaktoren an der mitochondrialen Transkription 
beteiligt sind (vgl. Kap. 1.2.4.2). 
Es wurden in vitro-Transkriptionsstudien zur Untersuchung der Fähigkeit der mitochondrialen 
Phagentyp-RNA-Polymerase RpoTm, der plastidären RpoTp und dual lokalisierten RpoTmp 
organelläre Promotoren von superhelikalen und linearen Matrizen zu transkribieren, durchge-
führt. Es zeigte sich, dass keine der rekombinanten RNA-Polymerasen zur spezifischen 
Transkription der angebotenen Promotoren auf linearen Matrizen in der Lage war (Abbildun-
gen 9-11, 13 und 15). In diesem Punkt unterscheiden sich die untersuchten Phagentyp-
Enzyme von der T7-RNA-Polymerase, die die Fähigkeit zur spezifischen Transkription von 
linearen und zirkulären DNA-Matrizen besitzt [Portugal und Rodriguez-Campos, 1996]. 
Während RpoTmp auch bei Angebot superhelikaler Promotormatrizen lediglich eine geringe, 
kaum signifikante Präferenz für die mitochondrialen Promotoren Patp6-1-200, Patp6-2-436, 
Patp6-2-507 und Patp6-1-916/913 zeigte, konnte interessanterweise für RpoTm und RpoTp 
die spezifische Transkription einer überlappenden Gruppe mitochondrialer und plastidärer 
Promotoren detektiert werden (Abbildungen 9-11, 13 und 15, Tabelle 13). Die Bestimmung 
der exakten 5’-Enden der durch RpoTm und RpoTp in vitro synthetisierten Transkripte (Ab-
bildungen 12, 14, 16; Tabelle 13, Kühn 2005) korrespondierte meist exakt mit den in vivo 
kartierten Initiationsorten primärer Transkripte aus Arabidopsis [Kühn et al., 2005; Swiatecka-
Hagenbruch et al., 2007].  
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Tabelle 13: Erkennung organellärer Promotoren durch RpoTm, RpoTmp und RpoTp in vitro. 
 
Die Präferenz der rekombinanten Enzyme RpoTm, RpoTmp und RpoTp für organelläre Promotoren gegenüber 
zufälligen Transkriptionsinitiationsorten ist durch ein plus angezeigt. Promotorkernsequenzen sind fett gedruckt 
und das gehäuft auftretende Sequenzmotiv TATATA(A) ist grau hervorgehoben. Zuvor in vivo bestimmte 
Transkriptionsinitiationsorte [Prrn18-69: Giese et al., 1996; Kühn et al., 2005; Swiatecka-Hagenbruch et al., 
2007] sind in der Sequenz unterstrichen, in vitro durch 5’-RACE detektierte Initiationsnukleotide groß geschrie-
ben. Grau geschriebene Ergebnisse wurden erstmals von Kühn [2005] gezeigt. aDie Initiation am Promotor 
P*cox2-345 wurde in vivo nicht beobachtet und ist wahrscheinlich ein in vitro Artefakt. bDie Initiation an diesem 
Promotor wurde nur durch 5’-RACE der in vitro synthetisierten Transkripte detektiert. cDie Initiation am Promo-
tor PtrnG-15/13 durch RpoTm erfolgte an Position -17. dDie Initiation an diesem Promotor war erst bei Insertion 
kurzer Promotorsequenzen sichtbar (siehe Text). n. b.: nicht bestimmt. 
Gen Promotor Sequenz RpoTm RpoTmp RpoTp
Mitochondriale Promotoren: 
rrn18 Prrn18-156 tagaataatacgtatatAatcagaa + - +
atp6-1 Patp6-1-200 gccaataatacgtatatAagaagag + - +
atp9 Patp9-295  ctggtgctctcgtatatAagagaag + - -
atp1 Patp1-1947 ctggtggtatcgtatatAagagaga + - +
cox2 Pcox2-210 atgttggtttcgtatatAagaagac + - +
tRNA-fMet PtrnM-98  tttgaaatatcgtaagaGaagaagg + - +
rrn26 Prrn26-893  ctatcaatttcataagaGaagaaag + - +
atp1 Patp1-1898 ctatcaatttcataagaGaagaaag + - +
atp9 Patp9-239  ctatcaatttcataagagaagacga - - -
atp6-1 Patp6-1-156  ctatcaatctcataagagaagaaat  (+)d -  (+)d
atp8 Patp8-157 ctatcaatctcataagaGaaGaaat  (+)b - - 
atp8 Patp8-228/226 cataccataacatatatAgaatcga + - +
rrn18 Prrn18-69  agtggaattgaataagagaagaaag - - -
atp6-1 Patp6-1-916/913  agccctttatattatatAatAaagc + + +
cox2 Pcox2-481 atgaatattcattagatAataGatt + - -
rps3 Prps3-1133 tagaaaaaattattagtaatacgta - - n.b. 
rps3 Prps3-1053 ttttttatttggtaggtaacatcgc - - n.b. 
atp9 Patp9-487 atgtcttattggtatgtGatacaag + - +
atp9 Patp9-652 agaagattgaagtaaggagcaggtt - - -
cox2 P*cox2-345 a tctgtactgtagtaataGaagagtc + - +
atp6-2 Patp6-2-436 tcttgaattaagtatataGaaaaga + + +
atp6-2 Patp6-2-507 gataaattaagtatagtaatAagaa + + +
tRNA-fMet PtrnM-574/573  ctaatttatataaaaaagaccggga - - n.b. 
trnY/E Intern? tRNA-Gen - - -
trnS Intern? tRNA-Gen - - -
trnK Intern? tRNA-Gen - - -
 
Plastidäre Promotoren:
ycf1 Pycf1-39 taaaatcatcatataatAatccaga + - +
ycf1 Pycf1-104 gtgtcattgacataagaGatgtcgt  (+ )d -  (+)d
rpoB PrpoB-300 tatgtaatatcataggtgaaaatga - - -
accD PaccD-252 ttcttatattcataagcgaagaaca - - -
accD PaccD-172 catttagaattaaaattgattcatt - - -
rps4 Prps4-151 ttatatatattgtatatacaataaa - - -
rps15 Prps15-139 ctttttgagatctaaatttagattt - - -
atpB PatpB-318 aataatgaatcataactaaagttcc - - -
trnG (UCC) PtrnG-15/13 aaggttaatttatatGcAataattg (+)c  +
clpP PclpP-58 caattttacgtttccacatcaaagtgaaat - - -
rrn16 Prrn16-139 gtgggattgacgtgagggggtaggg - - -
    
trnE (UUC) Intern? tRNA-Gen - - -
trnM (CAU) Intern? tRNA-Gen - - -
trnT (GGU) Intern? tRNA-Gen - - -
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Um einen Einfluss kontaminierender bakterieller Proteine auf die Transkription oder die 
transkriptionellen Eigenschaften der rekombinanten RpoTs im in vitro-Assay auszuschließen, 
wurden RpoTm und RpoTmp annähernd bis zur Homogenität aufgereinigt (Kap. 3.1.8, 
Abbildung 27 A). Die Fähigkeit zur Promotorerkennung durch RpoTm sowie die hohe unspe-
zifische Aktivität von RpoTmp blieben auch in den hochreinen Präparationen erhalten 
(Abbildung 27 B). Obwohl Spuren kontaminierender E. coli-Proteine und somit ein Einfluss 
auf die Transkription nicht ausgeschlossen werden kann, ist diese Möglichkeit sehr unwahr-
scheinlich. Bislang liegen keine Daten vor, die eine von bakteriellen Proteinen abhängige 
Promotorerkennung durch Bakteriophagen- oder Phagentyp-Polymerasen belegen. Zwar sti-
mulierte die Überexpression des bakteriellen Histon-ähnlichen Proteins HU in E. coli vermut-
lich durch eine Veränderung der DNA-Superhelikalität die Aktivität der T7-RNA-Polymerase 
[Morales et al., 2002], jedoch kann diese unspezifische Stimulation nicht für die hier beobach-
tete spezifische Promotorerkennung verantwortlich sein.  
Auch kann eine Transkription der untersuchten Promotoren durch kontaminierende E. coli-
RNAP weitestgehend ausgeschlossen werden, da im Gegensatz zu RpoTm und RpoTp durch 
die identisch aufgereinigten RpoTmp-Präparationen keine signifikante Erkennung organellä-
rer Promotoren detektiert wurde. Hinzu kommt, dass kommerziell erworbenes E. coli Holoen-
zym in der Lage ist, in vitro plastidäre PEP-Promotoren (z. B. Pycf1-33/34 und Prrn16-112) 
zu erkennen, nicht aber NEP-Promotoren (vgl. Abbildung 30, Daten nicht gezeigt). Eine ge-
naue Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte von Promotormatrizen, die sowohl NEP als 
auch PEP-Promotoren aufweisen, wie z. B. der Vektor pKL23-Pycf1, zeigte eine Erkennung 
des NEP-abhängigen Promotors Pycf1-39 und nicht des stromabwärts liegenden PEP-
Promotors Pycf1-33/34 (vgl. Abbildung 13 und 14). Des Weiteren wurden die in dieser Arbeit 
untersuchten RNAP-Aktivitäten nicht durch den bakteriellen RNAP-Inhibitor Rifampicin 
gehemmt (vgl. Abbildung 30) und zeigten auch in Experimenten von K. Kühn ein Inhibiti-
onsmuster, dass sich deutlich von dem der E. coli RNA-Polymerase unterschied [Kühn, 
2001]. Bei der in den in vitro-Studien gesehenen Promotorspezifität von RpoTm und RpoTp 
scheint es sich demnach um eine intrinsische und Kofaktor-unabhängige Eigenschaft der 
RNA-Polymerasen zu handeln. 
4.1.2 Selektive Promotorerkennung durch RpoTm und RpoTp 
Die rekombinanten Enzyme RpoTm und RpoTp initiierten die spezifische Transkription von 
einer Vielzahl, wenn auch nicht von allen angebotenen Promotoren. Von den untersuchten 
mitochondrialen Promotoren wurden alle, die ein TATATA-Motiv beinhalten durch RpoTm in 
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vitro erkannt (vgl. Tabelle 13). In ähnlicher Weise stimulierte das Promotorkernmotiv CGTA 
die Transkription durch RpoTm, wobei PtrnM-98, der einzige dieser Promotoren, der zwar ein 
CGTA-, aber kein TATATA-Motiv aufweist, die Initiation weniger effizient stimulierte 
(Abbildung 10). Von den Promotoren mit einem CATAAGAGA-Nonanukleotidmotiv 
(Prrn26-893, Patp1-1898, Patp9-239 Patp6-1-156, Patp8-157) führten alle, mit Ausnahme 
des Patp9-239-Promotors zu deutlichen, aber gering abundanten Transkripten (Abbildungen 
9-11, 19). Weder die in vitro-Transkriptionsstudien noch die Kartierung der Transkript-5’-
Enden lieferten Hinweise auf eine spezifische Transkriptionsinitiation an Patp9-239 oder dem 
ähnlichen Promotor Prrn18-69. Interessanterweise konnte eine Initiation an Patp6-1-156 erst 
nach Integration einer lediglich die Nukleotide -27 bis +5 umfassenden Sequenz in den 
pKL23-Vektor, die eine Deletion des weiter stromaufwärts liegenden Promotors Patp6-1-200 
mit sich brachte, detektiert werden (Abbildung 19). Ein ähnliches Phänomen wurde bei der 
Transkription des plastidären Pycf1-104-Promotors beobachtet (s. u.). Es könnte daher eine 
von der Promotorstärke abhängige Kompetition zweier auf einem Konstrukt liegender Promo-
toren um die RNA-Polymerase geben. Auch eine Deletion inhibitorisch wirkender Sequenz-
elemente außerhalb der Region von -27 bis +5 ist denkbar. Da trotz einer signifikanten Se-
quenzähnlichkeit der Promotoren Patp9-239, Patp1-1898, und Patp6-1-156, Patp8-157 und 
Prrn26-893 (vgl. Tabelle 13) lediglich Patp9-239 nicht durch RpoTm transkribiert wurde, 
kann davon ausgegangen werden, dass bereits kleinste Veränderungen der Promotorsequenz 
zu einer Nicht-Erkennung des Promotors führen. So weist der nicht-erkannte Patp9-239 Pro-
motor beispielsweise im Gegensatz zu den genannten Promotoren an Position +6 ein Cytosin- 
anstelle eines Adeninnukleotids auf. Promotormutagenese-Experimente könnten Aufschluss 
über die Relevanz dieser Nukleotidposition für die Transkriptionseffizienz durch RpoTm ge-
ben. Alternativ könnten Sequenzen außerhalb der 25 in der Tabelle 13 dargestellten Nukleoti-
de die Promotorstärke in vitro bestimmen. Anhaltspunkte dafür geben die hier durchgeführten 
Untersuchungen zur Erkennung verkürzter Promotorsequenzen (Kap. 3.1.5.1, Abbildung 19): 
während für die meisten der untersuchten Promotoren die Sequenz von -27 bis +5 für eine 
effiziente Transkription durch RpoTm und RpoTp ausreichte, war an den zuvor bereits 
schwach transkribierten Promotoren Pcox2-481 und Patp9-487 mit den erst kürzlich beschrie-
benen Kernsequenzen ATTA bzw. GGTA (Tabelle 13, vgl. Abbildung 9 für Pcox2-481) im in 
vitro-Assay keine signifikante RNA-Synthese mehr detektierbar (Kap. 3.1.5.1). Neuere Unter-
suchungen der stromaufwärts des mitochondrialen cox2-Promotors gelegenen Region aus der 
Hefe wiesen einer über 200 bp vom Promotor entfernten Sequenz eine Relevanz in der Pro-
motornutzung zu [Pfeuty et al., 2006]. Die Deletion dieser Region führte zu einem Abfall der 
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Transkriptmenge um etwa 50%. Auch für die T7-RNAP wurden Sequenzen stromaufwärts der 
für die Promotorerkennung essentiellen Region beschrieben, welche die Promotoraktivität 
beeinflussen [Tang et al., 2005]. Diese und die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Daten le-
gen nahe, dass die Basenzusammensetzung stromaufwärts zumindest einiger mitochondrialen 
Promotoren die Expression der entsprechenden Gene moduliert. Eine detaillierte Deletions-
analyse der Arabidopsis-Promotoren Pcox2-481 und Patp9-487 könnte Aufschluss über die 
Identität solcher regulatorischen Sequenzen geben. 
Erstaunlicherweise erkannte RpoTp, ein ausschließlich in den Plastiden lokalisiertes Enzym, 
nahezu alle ebenfalls von RpoTm transkribierten mitochondrialen Promotoren (Abbildung 9 
und Abbildung 10). Dabei zeigte sich bei den sehr ähnlichen CGTA-Motiv-Promotoren 
Patp6-1-200 und Prrn18-156 sowie dem Promotor Pcox2-481 eine deutlich ineffizientere 
Transkription durch RpoTp im Vergleich zu RpoTm, was auf eine Diversifikation von RpoTp 
bzw. RpoTm durch eine evolutionäre Adaptation an ihre nativen Promotoren hinweisen könn-
te.  
 
Bei der Transkription plastidärer Promotoren erwiesen sich die Enzyme selektiver. Von den 
angebotenen plastidären NEP-Promotoren lieferte zunächst lediglich der Pycf1-39 Typ Ib-
Promotor spezifische RNA-Produkte durch RpoTp (Tabelle 13). Der gemeinsam mit Pycf1-39 
auf diesem pKL23-Konstrukt liegende Pycf1-104 Typ Ia-Promotor erzeugte keine spezifi-
schen Transkripte. Die Deletion des Pycf1-39-Promotors auf dem pKL23-Derivat führte wie 
für den Patp6-1-156-Promotor beschrieben (s. o.) zur Erkennung von Pycf1-104 durch RpoTp 
(Abbildung 13 und 14). Ähnlich wie zuvor für die Erkennung mitochondrialer Promotoren 
durch RpoTp beschrieben (s. o.), war ebenfalls RpoTm zur spezifischen Transkription der von 
RpoTp erkannten plastidären Promotoren in der Lage (Abbildungen 13, 15 und 16). 
Die begrenzte Fähigkeit von RpoTp zur Erkennung der untersuchten NEP-Promotoren könnte 
auf das Fehlen eines essentiellen Transkriptionsfaktors in den Versuchsansätzen hindeuten. 
Demgegenüber steht die intrinsische Fähigkeit von RpoTp zur Transkription diverser mito-
chondrialer Promotoren. Die erkannten NEP-Promotoren, Pycf1-39 und Pycf1-104, weisen 
interessanterweise deutliche Ähnlichkeit zu den ebenfalls durch RpoTp und RpoTm erkannten 
mitochondrialen Promotoren Patp8-228/226 bzw. Promotoren des konservierten Typs 
CRTAAGAGA auf (Tabelle 13, Kap. 1.2.3.2). Während viele mitochondriale Promotoren 
durch eine intrinsische Fähigkeit von RpoTm und RpoTp transkribiert werden, scheinen die 
meisten plastidären Promotoren, die notwendigen Informationen für eine Erkennung durch die 
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Phagentyp-RNA-Polymerasen verloren zu haben. RpoTp könnte sich zu einer stärker Kofak-
tor-abhängigen RNA-Polymerase als RpoTm entwickelt haben. 
Neben den untersuchten mitochondrialen und plastidären Promotoren wurden verschiedene 
organelläre tRNA-Gene auf eine Transkription durch die RpoT-Enzyme an potentiellen inter-
nen Promotoren getestet (Kap. 3.1.4, vgl. Kap. 1.2.3.1). Keines der untersuchten tRNA-Gene 
(cp-trnM, cp-trnE, cp-trnT, cp-trnG, mt-trnS, mt-trnY,E) enthielt eine Sequenz, die in vitro als 
Promotor von RpoTm, RpoTp oder RpoTmp fungierte. Möglicherweise ist die Assoziation 
der NEP oder PEP mit distinkten Spezifitätsfaktoren für die Erkennung interner tRNA-
Promotorstrukturen essentiell. Allerdings konnte eine unmittelbar vor der kodierenden Se-
quenz des cp-trnG-Gens liegende AT-reiche Region die Transkription durch die RNA-
Polymerasen RpoTp und RpoTm stimulieren (Abbildungen 15 und 16). Dieser zuvor in vivo 
in translationsinhibierten Arabidopsis-Plastiden kartierte Promotor (PtrnG-15/-13, Swiatecka-
Hagenbruch, unveröffentliche Daten) weist keinerlei Ähnlichkeit zu bislang bekannten Pro-
motoren der Phagentyp RNA-Polymerasen auf (vgl. Sequenz in Tabelle 13). Transkriptanaly-
sen aus Tabak und Senf belegen die Kotranskription des trnG-Gens mit den unmittelbar 
stromaufwärts liegenden Genen psbK und psbI an einem weit stromaufwärts von trnG gele-
genen Promotor [Liere und Link, 1994; Meng et al., 1991]. Allerdings konnten sowohl in Ta-
bak als auch in Senf zusätzliche Transkriptionsinitiationsorte stromaufwärts des trnG-Gens 
detektiert werden [Liere und Link, 1994; Meng et al., 1991]. Diese Ergebnisse sowie der hier 
in vitro bestätigte Arabidopsis-Promotor PtrnG-15 suggerieren eine differentielle Regulation 
der verschiedenen Promotoren. Diese Annahme wird durch die Detektion deutlich höherer 
steady state trnG-Transkriptmengen im Vergleich zu psbK-psbI-Transkripten unterstützt 
[Meng et al., 1991]. 
4.1.3 Unterschiedliche transkriptionelle Eigenschaften der Phagentyp-RNA-Polymerasen 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro-Untersuchungen zu den transkriptionel-
len Eigenschaften der drei Arabidopsis RpoTs deuten auf eine Auseinanderentwicklung der 
Promotorspezifitäten von RpoTm, RpoTmp und RpoTp während der Evolution der Angi-
ospermen hin. Wie die T7- oder Hefe-RNA-Polymerase sind RpoTm und RpoTp zur Erken-
nung organellärer Promotoren in der Lage (vgl. Kap. 4.1.1). Eine bestimmte Polypeptidregion 
in der mitochondrialen RNA-Polymerase der Hefe weist trotz einer geringen Konservierung 
der Primärsequenz deutliche strukturelle Ähnlichkeit mit der promotorbindenden Spezifi-
tätsschleife (specificity loop) des T7-Enzyms auf [Matsunaga und Jaehning, 2004]. Entspre-
chende Strukturen könnten auch von den RpoT-Enzymen ausgebildet werden und die intrinsi-
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sche Fähigkeit zur Erkennung diverser Promotoren unterschiedlicher Architektur hervorrufen. 
Allerdings transkribieren die Phagentyp-RNAPs trotz signifikanter struktureller und funktio-
naler Ähnlichkeiten zu der T7-RNAP [McAllister und Raskin, 1993; Sousa et al., 1993], im 
Gegensatz zu dieser keine Promotoren von linearen Matrizen und scheinen in vivo Kofaktoren 
für die Promotoraufschmelzung und möglicherweise -erkennung zu benötigen (vgl. Kap. 
4.2.2).  
Von RpoTp und RpoTmp wird angenommen, dass sie durch Duplikationen des Gens für die 
mitochondriale RNAP entstanden sind [Hedtke et al., 2000]. Obwohl die Divergenz von 
RpoTmp und RpoTm vermutlich zu einem späteren Zeitpunkt stattgefunden hat als diejenige 
von RpoTm und RpoTp [Azevedo et al., 2006; Emanuel et al., 2004], hat RpoTmp die Fähig-
keit zur Promotorerkennung nahezu verloren und zeigte lediglich eine sehr hohe jedoch vor-
wiegend unspezifische transkriptionelle Aktivität. RpoTp dagegen hat die intrinsische Fähig-
keit zur Erkennung mitochondrialer Promotoren während der Evolution zu einer plastidären 
Transkriptase beibehalten. 
Unterschiedliche RNA-Syntheseraten und Promotorspezifitäten deuten möglicherweise auf 
verschiedene in vivo-Funktionen von RpoTm und RpoTmp in den Mitochondrien bzw. RpoTp 
und RpoTmp in den Plastiden hin, könnten aber auch auf einem unterschiedlichen Effekt des 
N-terminal fusionierten Thioredoxin-tags beruhen. Um diese Möglichkeit auszuschließen, 
wurden die RNA-Polymerasen mit Hilfe des pCOLD-Systems exprimiert (Kap. 2.2.5.1.2.2). 
Die Expression von RpoTm, RpoTp und RpoTmp ohne einen Thioredoxin-tag hatte jedoch 
keinen Einfluss auf ihre transkriptionellen Eigenschaften (Daten nicht gezeigt).  
Während die vorliegenden Daten sowohl RpoTm als auch RpoTp eine Funktion in der 
Transkription mitochondrialer bzw. plastidärer Gene zuschreiben, stellt die transkriptionelle 
Rolle sowie die Lokalisierung von RpoTmp noch immer ein Diskussionsthema dar [Azevedo 
et al., 2006; Kabeya und Sato, 2005]. Obwohl für RpoTmp in vitro keine spezifische 
Transkription organellärer Promotoren gezeigt werden konnte, sprechen einige Daten für eine 
Funktion von RpoTmp als Transkriptase plastidärer und mitochondrialer Gene: Die von Cour-
tois et al. [2007] und Swiatecka-Hagenbruch et al. [2008] durchgeführten primer extention-
Analysen einer RpoTmp-Mutante deuten auf die Transkription des plastidären Prrn16-139 
(Pc)-Promotors durch RpoTmp hin. Darüber hinaus gibt es Hinweise auf eine Transkription 
des PclpP-Nichtkonsensustyp-Promotors: In RpoTp-überexprimierenden Tabakpflanzen, zeig-
te der PclpP-53-Promotor keine veränderte Nutzung [Liere et al., 2004], wogegen in 
RpoTmp-überexprimierenden Arabidopsispflanzen ein Anstieg der Transkription dieses Pro-
motors (At-PclpP-58) detektiert wurde [Swiatecka, 2004]. Makroarray-Analysen der orga-
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nellären Genexpression einer Arabidopsis RpoTmp-Mutante zeigten im Vergleich zum Wild-
typ eine veränderte Expression einiger plastidärer sowie des mitochondrialen atp1-Gens 
[Baba et al., 2004]. Vor allem auf der Beobachtung basierend, dass in der RpoTmp-Mutante 
die Induktion einiger plastidärer Gene dunkel-gewachsener Keimlinge nach Beleuchtung im 
Vergleich zum Wildtyp verzögert war, gehen die Autoren von einer Schlüsselrolle von 
RpoTmp in der Transkription organellärer Gene während der frühen Keimlingsentwicklung 
aus, wogegen RpoTm und RpoTp eine Funktion in einem späteren Entwicklungsstadium zu-
kommen könnte. Allerdings konnten Baba et al. [2004] zudem eine veränderte mRNA-
Akkumulation der anderen beiden RpoT-Enzyme in der RpoTmp-Mutante zeigen, so dass die 
gesehenen Effekte ebenfalls auf veränderten Transkriptionsraten von RpoTm und RpoTp be-
ruhen könnten. Gestützt wird diese Überlegung dadurch, dass die atp1-Promotoren Patp1-
1947 und Patp1-1898 in in vitro-Assays keine spezifischen Transkripte durch RpoTmp liefer-
ten (Abbildung 11 und 12). Dagegen transkribierte RpoTm beide Patp1-Promotoren mit hoher 
Effizienz. Dennoch besteht die Möglichkeit einer Kofaktor-vermittelten Transkription durch 
RpoTmp, da ebenfalls der von Courtois et al. [2007] und Swiatecka-Hagenbruch et al. [2008] 
als RpoTmp-abhängige Prrn16-139-Pc-Promotor sowie der PclpP-58-Promotor in den in 
vitro-Transkriptionen nicht spezifisch durch RpoTmp transkribiert wurden. 
Da RpoTm und RpoTp diverse organelläre Promotoren in den in vitro-Assay erkannt haben, 
ist es unwahrscheinlich, dass das scheinbare Fehlen der Spezifität von RpoTmp lediglich auf 
der Abwesenheit eines Spezifitätsfaktors in den Versuchsansätzen beruht, der bei Anwesenheit 
zur Erkennung der bereits von RpoTm bzw. RpoTp transkribierten Promotoren führen würde. 
Womöglich beruht die schwache Erkennung der mitochondrialen Promotoren Patp6-1-200, 
Patp6-2-436, Patp6-2-507 und Patp6-1-916/913 durch RpoTmp lediglich auf konservierten 
strukturellen Elementen der Phagentyp-RNAPs. Dennoch ist es denkbar, dass Protein-
Kofaktoren in vivo zu einer RpoTmp-abhängigen Transkription bislang in vitro nicht erkann-
ter bzw. nicht untersuchter Promotoren führen könnten. Unterstützt wird diese Überlegung 
durch die kürzlich publizierte Studie von RpoTp-, RpoTmp- und RpoTp/Tmp-Mutanten, die 
auf redundante Funktionen von RpoTp und RpoTmp in der Pflanzenentwicklung hin deutet 
[Hricová et al., 2006]. Analysen der Promotoraktivität in dieser RpoTp-Mutante zeigten zu-
dem eine nahezu unveränderte Nutzung NEP-abhängiger Promotoren [Swiatecka-Hagenbruch 
et al., 2008]. Eine Ausnahme bildete der starke NEP-Promotor Pycf1-39 des essentiellen ycf1-
Gens, der in der RpoTp-Mutante nicht aktiv war. Interessanterweise handelt es sich bei die-
sem Promotor um einen der wenigen plastidären Promotoren für den RpoTp in vitro eine in-
trinsische Fähigkeit zur Erkennung und Transkription zeigte (Abbildung 13). Diese Daten 
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suggerieren überlappende sowie genspezifische Funktionen von RpoTp und RpoTmp in der 
plastidären Genexpression. 
Es ist ebenfalls eine Funktion von RpoTmp vorstellbar, die nicht in der Transkription organel-
lärer Gene liegt. Für die mitochondrialen RNAPs aus dem Menschen sowie aus der Hefe ist 
sowohl eine Funktion in der Transkription mitochondrialer Gene als auch in der DNA-
Replikation beschrieben [Übersicht in Lecrenier und Foury, 2000]. Obwohl die transkriptio-
nelle Eigenschaft der RpoTmp zur Synthese besonders langer Transkripte nicht auf eine Rolle 
als Primase in der Replikation mitochondrialer oder plastidärer DNA hindeutet, kann eine 
RpoTmp vermittelte Initiation der Replikation an noch unbestimmten oder zufälligen Sequen-
zen nicht ausgeschlossen werden.  
Interessanterweise scheinen die rekombinanten RpoTs eine zusätzliche RNA-abhängige 
RNA-Polymeraseaktivität zu besitzen (Kap. 3.1.12), die ebenfalls für die T7-RNAP beschrie-
ben wurde [Arnaud-Barbe et al., 1998; Biebricher und Luce, 1996; Konarska und Sharp, 
1989; Konarska und Sharp, 1990]. Ob diese in vitro beobachtete Fähigkeit eine tatsächliche 
Relevanz in pflanzlichen Organellen hat, ist ungeklärt. In Mais-Mitochondrien konnte die 
DNA-unabhängige Replikation vererbbarer RNA-Plasmide gezeigt werden [Formanova und 
Brown, 1997]. Auch eine nicht-kodierte Extension verschiedener mitochondrialer und plasti-
därer Transkript-3’-Enden wurde beobachtet [Zandueta-Criado und Bock, 2004], deren funk-
tionale Bedeutung jedoch unbekannt ist. Es liegen derzeit keine Hinweise darauf vor, welche 
enzymatischen Aktivitäten die genannten Beobachtungen hervorrufen, so dass eine Partizipa-
tion von RpoTmp an den in den Studien beschriebenen RNA-Synthesen oder an der Synthese 
regulatorischer RNAs denkbar ist. 
Möglicherweise spiegelt die in vitro beobachtete hohe unspezifische Aktivität und Synthese 
langer Transkripte durch RpoTmp auch eine tatsächliche in vivo-Funktion des Enzyms wider. 
Es könnte spekuliert werden, dass RpoTmp besonders früh in der Organellenentwicklung 
durch Kofaktor-vermittelte genspezifische, aber auch unspezifische Initiation basale 
Transkriptmengen einer Vielzahl von Genen gewährleistet, deren Abundanz nachfolgend 
posttranskriptionell reguliert wird [Übersicht in Del Campo, 2009; Forner et al., 2007; Giegé 
et al., 2000]. Neben dem Auftreten multipler Promotoren verschiedener Architektur in den 
Mitochondrien und Chloroplasten und möglicherweise fehlender Terminationssignale (vgl. 
Kap. 3.1.10; Forner et al. 2007) könnte dies trotz häufig auftretender Genomumordnungen 
bzw. homologer Rekombinationsereignisse eine sichere Genexpression ermöglichen. Eine 
unspezifische Transkription der organellären Genome könnte zudem teilweise eine Erklärung 
für das Auftreten langer nicht-kodierender, intergenischer und antisense-Transkripte darstellen 
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[Finnegan und Brown, 1990; Johnson et al., 2005], deren Expression vermutlich durch RNA-
Degradationsmechanismen kompensiert wird. Auch Holec et al. [2006] detektierten in trans-
genen Arabidopsismutanten, die eine Runterregulierung der mitochondrialen Polynukleo-
tidphosphorylase (PNPase) aufweisen, unter den RNAs, die durch Polyadenylierung für eine 
Degradation durch die PNPase markiert waren, Transkripte aus Regionen, die keine bekann-
ten funktionalen Gene beinhalten. Diese Transkripte, die chimäre ORFs und antisense-
Transkripte funktionaler Gene umfassten, zeigten eine deutliche Akkumulation in der Mutante 
und waren im Wildtyp nur durch sensitive PCR-Techniken nachweisbar [Holec et al., 2006]. 
Die Akkumulation dieser unter Umständen nachteiligen Transkripte könnte in mtPNPase-
reduzierten Pflanzen zu den von Perrin et al. [2004] beobachteten Entwicklungsdefekten füh-
ren. 
4.2 Regulation der Aktivität pflanzlicher Phagentyp-RNA-Polymerasen 
4.2.1 Variable in vitro-Transkriptionsraten mitochondrialer Promotoren werden durch die 
Promotorstärke bestimmt 
Die in vitro-Transkriptionsraten mitochondrialer Promotoren könnten erheblich durch die 
Promotorstärke bestimmt werden. Run On-Experimente von Mulligan et al. [1991] und Fin-
negan und Brown [1990] deuteten bereits auf von der Promotorstärke abhängige Transkripti-
onsraten mitochondrialer Gene in Pflanzen hin (vgl. Kap. 1.2.5). Auch die hier durchgeführten 
in vitro Studien geben aufgrund unterschiedlich effizient durch RpoTm transkribierter mito-
chondrialer Promotoren Hinweise auf einen derartigen Regulationsmechanismus (Kap. 3.1.2, 
vgl. auch Kap. 4.1.2 ). 
Funktionale in vitro-Transkriptionsstudien zeigten, dass für die meisten der untersuchten 
Promotoren die Sequenz von -27 bis +5 (bezogen aus die Transkriptionsinitiation) für eine 
effiziente Transkription durch RpoTm und RpoTp ausreichte (Abbildung 17 und 19, vgl. auch 
Kap. 4.1.2). Dies ist weitestgehend in Übereinstimmung mit denen aus in vitro-
Transkriptionsassays mit mitochondrialen Extrakten verschiedener Organismen erlangten 
Daten, die präsentierten, dass die Sequenzen von −12 bis +5 [Mais Patp1, Rapp et al., 1993; 
Rapp und Stern, 1992], −14 bis +4 [Erbse Patp9, Binder et al., 1995] und -17 bis +9 bp [Mais 
Pcox3, Caoile und Stern, 1997] für eine volle Promotoraktivität essentiell sind. 
Darüber hinaus konnte durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Analyse mutageni-
sierter Promotoren bestimmten Elementen innerhalb der Sequenz von -27 bis +5 eine funktio-
nale Relevanz zugewiesen werden (Kap. 3.1.5.2). So konnte demonstriert werden, dass so-
wohl RpoTm als auch RpoTp mit dem in vielen mitochondrialen und plastidären NEP-
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Promotoren vorkommenden konservierten YRTA-Motiv direkt und spezifisch interagieren. 
Der Austausch nur zweier Nukleotide dieses Kernmotivs im sehr effizient erkannten Patp8-
228/226-Promotor führte zu einem drastischen Verlust der Promotornutzung durch beide En-
zyme (Abbildung 20). Besonders eine Substitution der Nukleotide an den Positionen 3 und 4 
des YRTA-Motivs hatte drastische Auswirkungen auf die Transkriptionsrate. 
Bei Promotoren mit einer AGTA-Kernsequenz, wie dem Patp6-2-436-Promotor, scheint es 
sich eher um ein durch RpoTm schwach erkanntes Motiv zu handeln. Die durch eine A nach 
C-Substitution erzielte Generierung eines typischen YRTA-Motivs in der Patp6-2-436-
Promotorkernsequenz verstärkte dessen Transkription dagegen signifikant (Abbildung 21), 
was die Bedeutung des YRTA-Motivs für eine effiziente Promotortranskription unterstreicht. 
Die funktionalen in vitro-Studien bestätigten nicht nur die Relevanz des konservierten YRTA-
Promotorkernmotivs, sondern identifizierten darüber hinaus ein weiteres trans-
kriptionsstimulierendes Element stromabwärts dieses Motivs. Das in allen durch RpoTm er-
kannten mt-Promotoren auftretende TATATA(A)-Motiv scheint bei Anwesenheit zu einem 
deutlichen Anstieg der Transkriptionseffizienz zu führen. Wird dieses Motiv gegen das in 
schwach erkannten mt-Promotoren (z. B. Patp6-1-156) an gleicher Position im Bezug zur 
Transkriptionsinitiation auftretende AAGAGA-Motiv ausgetauscht, kommt es zu einer drasti-
schen Abnahme der Transkriptionsrate (Abbildung 22). In umgekehrter Weise erhöhte die 
Substitution AAGAGA-Motivs im Patp6-1-156-Promotor gegen das TATATA(A)-Motiv die 
spezifische RNA-Synthese durch RpoTm und RpoTp (Abbildung 23). Ob in dem untersuch-
ten TATATA-Motiv essentielle, direkt mit der RNA-Polymerase interagierende Nukleotide 
vorliegen oder sich diese AT-reiche Sequenz lediglich bei der Initiation leichter durch das En-
zym aufschmelzen lässt, bedarf weiterer Analysen. Der Austausch der AT-reichen Sequenz 
von einem auf den anderen DNA-Strang innerhalb der Promotormatrize könnte Aufschluss 
darüber geben. 
Mutageneseexperimente mitochondrialer Hefepromotoren legen ebenfalls eine Regulation der 
mitochondrialen Genexpression durch die Promotorstärke nahe [Biswas, 1999; Biswas und 
Getz, 1986]. Die in vitro beobachtete Promotorstärke korrelierte hierbei mit in vivo detektier-
ten steady state Transkriptmengen [Mueller und Getz, 1986]. Demnach scheinen die Promo-
torerkennung und -nutzung durch die Hefe-RNAP Rpo41 die Hauptdeterminanten der 
Transkriptabundanz zu sein. Darüber hinaus scheinen die Promotoren durch die Identität der 
Nukleotide in der Transkriptionsinitiationsregion in Abhängigkeit vom ATP-Gehalt der Zelle 
transkribiert zu werden, wodurch eine direkte Verbindung zwischen der mitochondrialen Ge-
nexpression und dem metabolischen Status des Organells bzw. der Zelle gewährleistet wird 
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[Amiott und Jaehning, 2006; Amiott und Jaehning, 2006]. Ob in pflanzlichen Mitochondrien 
ähnliche Regulationsmechanismen vorkommen, ist unbekannt. Mit Hilfe des in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten in vitro-Transkriptionssystems ließe sich ein Einfluss variabler NTP-
Mengen auf die Promotornutzung durch RpoTm untersuchen. 
Inwieweit die Transkriptionsraten plastidärer NEP-abhängiger Gene über die Promotorstärke 
reguliert werden, lässt sich von den hier durchgeführten in vitro-Experimente kaum ableiten, 
da die Anzahl der durch RpoTp erkannten Promotoren sehr gering war. Ein Vergleich Promo-
torstruktur-bestimmter Transkriptionseffizienzen wird zudem durch die begrenzte Anzahl kar-
tierter NEP-Promotoren aus Arabidopsis und eine hohe Variabilität der Nukleotide um das 
Promotorkernmotiv erschwert. Obwohl sich gewisse Hinweise auf variable Promotorstärken 
aus der deutlich effizienteren in vitro-Transkription von Pycf1-39 gegenüber dem Pycf1-104-
Promotor (vgl. Kap. 4.1.2) sowie aus variablen RpoTp-Transkriptionsraten mutagenisierter 
mitochondrialer Promotoren ergeben (s. o.), scheint eine Regulation der NEP-Aktivität über 
eine differentielle Aktivierung der Promotorspezifität-vermittelnden Faktoren wahrscheinli-
cher (vgl. Kap. 4.2.2, 4.2.3). 
4.2.2 RpoTs benötigen zusätzliche Transkriptionsfaktoren in vivo 
Von der Hefe-RNAP Rpo41 konnte kürzlich die intrinsische Fähigkeit zur Erkennung mito-
chondrialer Promotoren auf superhelikalen oder voraufgeschmolzenen DNA-Matrizen in Ab-
wesenheit des akzessorischen Faktors sc-mtTFB beobachtet werden [Matsunaga und Jaeh-
ning, 2004]. Bei in vitro-Transkription voraufgeschmolzener Matrizen durch Rpo41 erhöhte 
die Zugabe von sc-mtTFB die Synthese abortiver RNA-Produkte, so dass dieser Faktor ver-
mutlich eher eine Rolle für die Stabilisierung des offenen Promotorkomplexes und bei der 
Freisetzung der RNAP von der Promotorsequenz zum Übergang in die Elongationsphase 
spielt als die Promotorerkennung zu unterstützen. 
In Übereinstimmung mit der intrinsischen Promotorspezifität des Hefeenzyms zeigten die in 
vitro-Transkriptionsstudien für RpoTm und RpoTp ebenfalls eine intrinsische Fähigkeit zur 
spezifischen Transkription diverser organellärer Promotoren auf superhelikalen Matrizen, die 
einzig durch die katalytische Komponente vermittelt wurde und keiner zusätzlichen Protein-
faktoren bedurfte (Kap. 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4). RpoTm nutzte viele, aber nicht alle der angebote-
nen mitochondrialen Promotoren und unterschied sich von komplexen mitochondrialen Ex-
trakten aus Pflanzen durch die Unfähigkeit zur spezifischen Transkription von Promotoren auf 
linearen Matrizen [Binder et al., 1995; Hanic-Joyce und Gray, 1991; Rapp und Stern, 1992]. 
In Anbetracht der Tatsache, dass in der Pflanze die mitochondrialen Genome vor allem als 
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lineare subgenomische DNA-Moleküle verschiedener Länge vorliegen [Backert et al., 1997; 
Bendich, 1993], impliziert das in vitro-Verhalten von RpoTm die Partizipation eines oder 
mehrerer unterstützender Proteinfaktoren an der Modulation der DNA-Struktur und/oder Auf-
schmelzung der DNA-Matrize in in vitro-Transkriptionen mit mitochondrialen Extrakten oder 
in vivo. 
Das Fehlen eines solchen Faktors wird in den hier durchgeführten in vitro-Transkriptionen 
vermutlich durch das Angebot superhelikaler Matrizen kompensiert, was die Aufschmelzung 
der Doppelhelix an vielen untersuchten Promotoren erleichtert. Weitere Studien zur Abhän-
gigkeit der Transkriptionseffizienz von RpoTm und RpoTp von der DNA-Konformation 
(Kap. 3.1.6) belegen zudem, dass eine zirkulär-entspannte Konformation der DNA-Matrize 
nicht hinreichend für die Initiation der spezifischen Transkription ist, sondern die Matrizen 
tatsächlich in superhelikaler Form vorliegen müssen (Abbildung 25). Von bakteriellen Promo-
toren ist bekannt, dass die Formation des offenen Promotorkomplexes vom Ausmaß der Su-
perhelikalität der DNA-Matrize abhängig ist [Übersicht in DeHaseth und Helmann, 1995]. Es 
kann daher davon ausgegangen werden, dass die in superhelikalen Matrizen auftretende hohe 
Torsionsspannung durch eine Absenkung der für die Promotoraufschmelzung nötigen Energie 
die spezifische Transkription durch RpoTm und RpoTp in vitro ermöglicht. 
Versuche an voraufgeschmolzenen DNA-Matrizen erlaubten, ähnlich wie für das Hefeenzym 
beschrieben, die Transkription durch RpoTm, RpoTmp und RpoTp von linearen Matrizen 
(Kap. 3.1.7, Abbildung 26). Hierbei erfolgte eine scheinbar spezifische Transkription des be-
reits auf superhelikalen Matrizen von RpoTm und RpoTp in vitro erkannten Patp8-228/226-
Promotors durch alle drei RpoTs, wogegen der zuvor nicht-erkannte Patp9-239-Promotor zu 
mehrfach Initiationen innerhalb der Transkriptionsblase führte. Diese Ergebnisse lassen im 
Fall des Patp8-Promotors die Partizipation eines oder mehrerer Kofaktoren an der DNA-
Aufschmelzung vermuten, wogegen die sequenzspezifische Erkennung der Promotorregion 
eine intrinsische Fähigkeit der RNA-Polymerasen zu sein scheint (Abbildung 39). Im Fall des 
Patp9-Promotors dagegen könnte in vivo zusätzlich zur Aufschmelzung der DNA ein weiterer 
Faktor die sequenzspezifische Erkennung des Promotors vermitteln. 
 
RpoTp initiierte die Transkription lediglich an drei von elf der untersuchten plastidären NEP-
Promotoren auf superhelikalen Matrizen in vitro (Tabelle 13), wogegen RpoTmp keinen der 
angebotenen organellären Promotoren effizient erkannte (vgl. Kap. 4.1.1). Dadurch wird nahe 
gelegt wird, dass ebenfalls RpoTp und RpoTmp in vivo zusätzliche Faktoren für die 
Ausbildung des offenen Promotorkomplexes und Transkriptionsinitiation benötigen. Auch in 
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Studien von Liere und Maliga [1999], war das Angebot einer superhelikalen Matrize eine 
Vorraussetzung für die Promotorerkennung durch eine aus Tabak-Plastiden aufgereinigte 
NEP-Aktivität, was den Verlust assoziierter DNA-aufschmelzender Faktoren während der 
Enzymisolierung vermuten lässt.  
 
Abbildung 39: Modell zur Transkriptionsinitiation an den mitochondrialen Arabidopsis Promotoren 
Patp9-239 und Patp8-228/226 in vivo. Während im Fall von Patp9 die Promotorspezifität vermutlich 
durch einen RpoT-Polymerase-assoziierten Spezifitätsfaktor (SF) vermittelt wird, erfolgt die Erken-
nung des Patp8-Promotors durch eine intrinsische Fähigkeit des RpoT-Enzyms selbst. Die Aufschmel-
zung/Modifikation der DNA scheint in beiden Fällen durch ein hypothetisches DNA-Bindeprotein 
(DBP) vermittelt zu werden. 
 
 
Ob es sich bei den organellären Transkriptionsfaktoren pflanzlicher RpoTs um Homologe der 
im Menschen und der Hefe beschriebenen Proteine mtTFA und mtTFB handelt (vgl. Kap. 
1.2.4.2), ist ungeklärt. Es ist bisher nicht gelungen, aus pflanzlichen Organellenextrakten 
durch biochemische Aufreinigung transkriptionsaktiver Fraktionen Kofaktoren der 
organellären Transkriptionsapparate zu isolieren.  
In Arabidopsis konnten mit Hilfe von BLAST-Analysen zwei mögliche Homologe der mtTFB-
Faktoren aus Hefe und Mensch als Kandidaten für pflanzliche Kofaktoren der organellären 
Transkription identifiziert werden [Kühn, 2005, K. Liere, unveröffentliche Daten]. Für diese 
RNA-Dimethyltransferase-ähnlichen Proteine, MetA (At5g66360) und MetC (At1g01860), 
wurde durch GFP-Importstudien eine mitochondriale (MetA) und eine plastidäre (MetC) Lo-
kalisierung präsentiert [Kühn, 2005, B. Kuhla, unveröffentliche Daten]. Das hier untersuchte 
Protein MetC wurde zunächst anhand der Arabidopsis-Mutante pfc-1 als Homolog der kern-
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lokalisierten rRNA Dimethylase Dim1 identifiziert [Tokuhisa et al., 1998]. Es handelt sich um 
eine plastidäre Methyltransferase der kleinen rRNA-Untereinheit, die sich als wichtig für die 
Chloroplastenentwicklung bei niedrigen Temperaturen erwies. Auch für das MetA-Protein 
konnte eine Methyltransferaseaktivität gezeigt werden (U. Richter, Humboldt-Universität, 
Berlin, persönliche Mitteilung). Obwohl für h-mtTFB1/2 sowohl eine Funktion als Di-
methyltransferase der 12S rRNA in den Mitochondrien als auch eine Transkriptionsfaktor-
funktion in der mitochondrialen Genexpression nachgewiesen werden konnte [Cotney und 
Shadel, 2006; McCulloch et al., 2002; Seidel-Rogol et al., 2003], liefern die im Rahmen die-
ser Arbeit durchgeführten in vitro-Studien keinerlei Hinweis auf eine duale Funktion von 
MetC (Pfc1) oder MetA in der organellären Gentranskription. Während die Zugabe von sc-
mtTFB die in vitro-Transkription linearer Matrizen durch das Hefeenzym Rpo41 ermöglichte 
[Matsunaga und Jaehning, 2004; Winkley et al., 1985], zeigte die Anwesenheit von rekombi-
nantem MetA- bzw. MetC-Protein in in vitro-Assays mit RpoTm, RpoTp oder RpoTmp von 
linearen, superhelikalen [Kap. 3.1.9, Abbildung 28, Kühn, 2005] oder voraufgeschmolzenen 
(Kap. 3.1.7) Promotormatrizen keinen positiven Einfluss auf deren Transkription. 
Parallel zu dieser Arbeit durchgeführte phylogenetische Analysen der mtTFB-Faktoren-
ähnlichen rRNA-Methyltransferasen deuten zudem auf eine nähere Verwandtschaft von MetA 
zu den im Cytoplasma lokalisierten eukaryotischen Dim1-Proteinen als zu den im Phy-
logramm gut separierten Gruppen mitochondrialer Transkriptionsfaktoren aus der Hefe und 
tierischen Organismen α-proteobakterieller Herkunft hin [Kühn, 2005; Park et al., 2009]. 
Auch das MetC/Pfc1-Protein tritt in einer von den mtTFB-Faktoren unabhängigen phylogene-
tischen Gruppe plastidär lokalisierter RNA-Methyltransferasen auf, die deutliche Ähnlichkeit 
zu homologen Proteinen aus Chlamydien aufweisen [Park et al., 2009]. Während mtTFB-
Homologe durch einen Gentransfer vom endosymbiontischen Vorfahren erworben wurden, 
scheint im Fall von MetC ein lateraler Gentransfer zwischen einem Chlamydien-ähnlichen 
Vorfahren und den eukaryotischen Vorfahren stattgefunden zu haben. Diese Analysen werden 
durch kürzlich publizierte Daten nach denen Methyltransferasen mit hoher Ähnlichkeit zu den 
mtTFB-Proteinen aus Säugern und Pilzen innerhalb der Eucarya lediglich in einigen amoebi-
schen Protisten und Trypanosomen nachweisbar sind, unterstützt [Shutt und Gray, 2006]. 
Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei pflanzlichen Kofaktoren der 
RpoTs mtTFB-Homologe handelt, da entsprechende Kandidaten aufgrund einer zu großen 
Aminosäuresequenzvariabilität möglicherweise nicht in silico identifiziert wurden oder zu-
sätzliche Kofaktoren für einen funktionalen RNAP-Komplex benötigt werden, scheint eine 
Beteiligung von MetA bzw. MetC an der organellären Genexpression aufgrund ihrer phyloge-
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netischen Herkunft und den hier durchgeführten Analysen unwahrscheinlich. Um eine 
Transkriptionsfaktorfunktion von MetA und MetC gänzlich auszuschließen, sollte, z. B. durch 
Run On- oder primer extention-Analysen, eine detaillierte in vivo-Studie der plastidären bzw. 
mitochondrialen Promotornutzung in der von Tokuhisa et al. [1998] untersuchten pcf1-
Mutante bzw. einer MetA-Mutante vorgenommen werden. 
4.2.3 Regulation der NEP-Aktivität 
Während der Entwicklung der Chloroplasten aus Proplastiden kann ein Anstieg der PEP-
Aktivität beobachtet werden, der für die Transkription von Genen, deren Produkte für die 
Ausbildung des Photosyntheseapparates notwendig sind als essentiell erachtet wird. Gleich-
zeitig scheint die Wichtigkeit der Transkription durch die NEP abzunehmen, da die meisten 
Haushaltsgene ebenfalls von der PEP transkribiert werden können. In diesem Zusammenhang 
berichteten Hanaoka et al. [2005] von der erstaunlichen Beobachtung einer spezifisch durch 
tRNAGlu vermittelten Inhibition rekombinanter RpoTp in in vitro-Transkriptionsstudien (vgl. 
Kap. 1.2.5). Andere untersuchte tRNAs, wie tRNAVal, tRNATrp und tRNAGly, zeigten keinerlei 
Bindung an das rekombinante Enzym RpoTp und führten nicht zu dessen Hemmung 
[Hanaoka et al., 2005]. Die plastidäre tRNAGlu weist neben ihrer Funktion in der Translation 
eine besondere Rolle in der Tetrapyrrolbiosynthese auf [Schön et al., 1986]. Hanaoka et al. 
[2005] schreiben der tRNAGlu eine dritte Funktion als Regulator der RpoTp-Aktivität zu. An-
steigende Mengen dieser von der PEP transkribierten tRNA sollen demnach durch die Runter-
regulation der NEP-Aktivität während der Chloroplastenentwicklung einen „switch“ zur PEP-
Aktivität vermitteln. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die inhibitorische Wirkung der tRNAGlu auf das rekombinante 
Enzym RpoTp im hier genutzten in vitro-Transkriptionssystem erneut untersucht (Kap. 
3.1.11.2, Abbildung 31). Zusätzlich wurden tRNA-Bindungsstudien mit RpoTp, RpoTmp und 
der mitochondrialen Polymerase RpoTm durchgeführt (Abbildung 32). Obwohl die hier er-
langten Daten eine regulatorische Rolle der tRNAGlu für die Aktivität von RpoTp nicht gänz-
lich ausschließen, erscheint eine spezifische Hemmung eher unwahrscheinlich: Zwar konnte 
eine Inhibition der spezifischen und unspezifischen Transkription von RpoTp durch Zugabe 
von tRNAGlu im in vitro-Transkriptionsassay detektiert werden, jedoch trat ein deutlich hem-
mender Effekt erst bei einem sehr hohen molaren Verhältnis von tRNA zu Protein auf 
(Abbildung 31 B). Eine ähnlich starke Inhibition des Enzyms konnte ebenfalls bei Zugabe der 
von Hanaoka et al. als nicht-hemmend beschriebenen tRNAs für Glycin und Valin gezeigt 
werden (Abbildung 31 B). In den hier durchgeführten Gelmobilitätsstudien wurde zudem eine 
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Bindung von tRNAGlu an RpoTp, aber auch der zusätzlich untersuchten tRNAs für Gly und 
Val beobachtet (Abbildung 32). Die Bindung der tRNAs war nicht spezifisch für RpoTp son-
dern trat auch im Fall von RpoTmp und RpoTm auf (Abbildung 32 B). 
In gewisser Übereinstimmung mit Hanaoka et al. [2005] konnte eine Bindung von tRNA an 
eine Phagentyp-RNA-Polymerase sowie eine Inhibition der transkriptionellen Aktivität nach 
Zugabe von tRNA beobachtet werden. Für die T7-RNA-Polymerase wurde die Fähigkeit zur 
RNA-Bindung und eine RNA-abhängige RNA-Polymeraseaktivität beschrieben [Arnaud-
Barbe et al., 1998; Biebricher und Luce, 1996; Konarska und Sharp, 1989; Konarska und 
Sharp, 1990]. Auch für die in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten Phagentyp RNAPs 
aus Arabidopsis konnte eine solche RNA-abhängige RNA-Polymeraseaktivität gezeigt werden 
(Kap. 3.1.12), wodurch die Möglichkeit einer generellen Fähigkeit der RpoTs zur RNA-
Bindung suggeriert wird. Tatsächlich machten Hanaoka et al. ebenfalls die Beobachtung, dass 
hohe Mengen variabler tRNAs in in vitro Transkriptionsversuchen und Gelmobilitätsassays 
ähnlich wie tRNAGlu die Transkription inhibierten und die RpoTp-tRNA-Interaktion kompeti-
tierten, wobei tRNAGlu bei den in der Veröffentlichung beschriebenen Konzentrationen spezi-
fischer zu sein schien (M. Hanaoka, persönliche Mitteilung an T. Börner). Hanaoka spekuliert 
daher über die Fähigkeit zur Bindung und Regulation von RpoTp durch mehrere, wenn nicht 
alle plastidären tRNAs (M. Hanaoka, persönliche Mitteilung). Es bleibt zu untersuchen, ob die 
gesehene Interaktion zwischen tRNAs und Phagentyp-RNAPs ebenfalls in organello auftritt 
und hier die Aktivität der Enzyme beeinflusst. Falls dies der Fall ist, spiegelt die hier beobach-
tete Bindung variabler tRNAs an die RpoT-Enzyme möglicherweise einen transienten Mecha-
nismus zur Runterregulation der Transkriptase-Aktivität bei inhibierter Translation wider, wo-
durch die Transkriptionsrate kurzfristig der Translationsrate angepasst werden könnte 
(Abbildung 40). 
Für eine regulatorische Aktivität der tRNAGlu spricht die Beobachtung, dass in weißen Blät-
tern der Gerstenmutante albostrians, die eine deutlich verminderte Expression dieser tRNA 
zeigen, eine drastisch erhöhte Aktivität der NEP im Vergleich zu grünen Blättern detektiert 
wurde [Hess et al., 1993; Hess et al., 1992]. Ob dieser Effekt allerdings auf einer weniger 
abundanten tRNAGlu beruht oder auf übergeordneten Regulationsmechanismen, die durch eine 
erhöhte NEP-Aktivität das PEP-Defizit kompensieren, lässt sich aus den Daten nicht ableiten. 
Interessant wäre beispielsweise die Analyse der NEP-Aktivität tRNAGlu-überexprimierender 
transplastomer Pflanzen. Es liegen zudem keine Hinweise für eine Runterregulierung der 
NEP-Aktivität während der Chloroplastenentwicklung und Blattreifung vor. Im Gegenteil,  
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Abbildung 40: Die Rolle der nukleärkodierten Phagentyp-RNA-Polymerasen (NEP) in der Regulation 
der plastidären Genexpression. Die transkriptionelle NEP-Aktivität wird durch die Produkte der kern-
lokalisierten RpoTp- und RpoTmp-Gene repräsentiert. Die NEP transkribiert und reguliert somit mög-
licherweise die Expression des rpoB-Operons, welches für Untereinheiten der plastidärkodierten 
RNA-Polymerase (PEP) kodiert. Die PEP transkribiert neben Photosynthesegenen diverse tRNA-
Gene, deren Produkte für die Translation der plastidären mRNA benötigt werden. Kommt es zu einer 
Inhibition der Translation (z. B. durch fehlende Aminosäuren) könnten sich unbeladene tRNAs im 
Stroma anreichern, die wiederum zunächst durch Anlagerung an die NEP deren Konformation verän-
dern und somit Aktivität herabsetzen und letztlich ebenfalls zur Runterregulation der PEP-Expression 
führen könnten. Der Einfluss diverser plastidärer Signale, wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und δ-
Aminolävulinat (ALA), die die Kerntranskription beeinflussen, sind angedeutet. 
 
eine substantielle NEP-Aktivität scheint in allen Chloroplastenentwicklungsstadien und Plast-
identypen aufzutreten. Einige essentielle Gene werden ausschließlich von NEP-Promotoren 
transkribiert. Die Transkription des in allen Plastidentypen (einschließlich reifer Chlo-
roplasten) exprimierten clpP-Gens der Monokotyledonen beispielsweise erfolgt ausschließlich 
von einem Typ I-NEP- Promotor [Silhavy und Maliga, 1998; Silhavy und Maliga, 1998]. 
Demgegenüber steht die geringe Expression des PrpoB-TypI-NEP-Promotors in reifen Chlo-
roplasten [Baumgartner et al., 1993; Rapp et al., 1992], wodurch eine Regulation der Expres-
sion von TypI-NEP-Promotoren in späteren Entwicklungsstadien durch sequenzspezifische 
Regulationsfaktoren und weniger durch eine generelle Regulation der NEP-Aktivität sugge-
riert wird. Cahoon et al. [2004] beobachten in Mais sogar einen Anstieg der NEP (RpoTp)-
Aktivität während der Blattreifung. Hinzu kommt die in Arabidopsis beobachtete Aktivität 
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NEP-abhängiger Promotoren während der gesamten Blattentwicklung bis zum Beginn der 
Seneszenz [Zoschke et al., 2007]. Da es in dikotylen Pflanzen wie Arabidopsis zwei NEP-
Enzyme (RpoTp und RpoTmp) gibt, ist dennoch, wie von Hanaoka angenommen, eine Hem-
mung von RpoTp durch tRNAGlu denkbar, da RpoTmp die Transkription NEP-abhängiger 
Gene in späteren Blattentwicklungsstadien durchführen könnte. Tatsächlich konnte in Arabi-
dopsis-Insertionslinien gezeigt werden, dass RpoTp und RpoTmp einander größtenteils erset-
zen können [Courtois et al., 2007; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008].  
In Arabidopsis sind die RpoTp-Promotoraktivität sowie Transkriptmenge in grünem Gewebe 
verglichen mit nicht-grünem erhöht, wogegen der RpoTmp-Promotor die höchste Aktivität in 
jungen Zellen und nicht-grünen Geweben aufweist [Emanuel et al., 2006]. Die niedrigsten, 
aber detektierbaren RpoTmp-Transkriptmengen finden sich in reifem Blattgewebe. Die Beo-
bachtungen von Emanuel et al. [2006] sind in Übereinstimmung mit einer Aktivität unter-
schiedlicher NEP-Promotoren in reifen Blättern [Zoschke et al., 2007]. Diese Studien sugge-
rieren eine Regulation der NEP (RpoTp und RpoTmp) auf Ebene der RpoT-Genexpression. 
Die geringe Anzahl in vitro erkannter plastidärer NEP-Promotoren (Kap. 3.1.3) unterstützt die 
Annahme einer Regulation der NEP-abhängigen Promotornutzung durch eine zell-, gewebe- 
oder entwicklungsabhängige differentielle Expression kernkodierter Spezifitätsfaktoren. In-
wieweit und auf welchem Wege eine Regulation der Aktivität von RpoTp und RpoTmp selbst 
erfolgt (z. B. durch die Bindung von tRNAs), bedarf weiterer Untersuchungen. 
 
4.3 Ähnlichkeiten der Genexpressionssysteme in Chloroplasten und Mitochondrien 
Die Transkriptionsapparate der Mitochondrien und Plastiden weisen deutliche Ähnlichkeiten 
auf. Alle mitochondrialen und ein Teil der plastidären Gene werden von verwandten kernko-
dierten Phagentyp-RNA-Polymerasen transkribiert. Die Homologie organellärer Phagentyp-
RNAPs sowie das Auftreten ein und derselben RpoT-RNA-Polymerase in den Mitochondrien 
und Plastiden dikotyler Pflanzen wirft zudem die Möglichkeit ähnlicher Transkriptions- und 
Regulationsfaktoren in beiden Kompartimenten auf. Darüber hinaus zeigen viele mito-
chondriale und einige plastidäre NEP-Promotoren besonders durch das Auftreten einer YRTA-
Promotorkernsequenz stromaufwärts des Transkriptionsinitiationsortes eine ähnliche struktu-
relle Organisation (vgl. Kap. 1.2.3). 
Um die Ähnlichkeit organellärer Promotoren aus Arabidopsis genauer zu charakterisieren, 
wurde eine Distanzanalyse bekannter mitochondrialer und plastidärer RpoT-abhängiger 
Promotorsequenzen durchgeführt. Die auffälligste Gemeinsamkeit der meisten dieser 
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organellären Promotoren ist das Auftreten eines TA-Motivs innerhalb der 
Promotorkernsequenz (vgl. Tabelle 13 und Anhang 1). Da zudem im Rahmen dieser Arbeit 
die Wichtigkeit dieser Nukleotide für die intrinsische Erkennung durch RpoTm und RpoTp 
gezeigt werden konnte (vgl. Kap. 4.1.2), wurden Promotoren mit Nicht-Konsensustyp 
Sequenzen, wie der NEP Typ II Promotor PclpP-58 oder Pc Prrn16-139 sowie Promotoren, 
denen keine Kernsequenz zugewiesen werden konnte (z. B. PtrnM-574/573, PaccD-172) von 
der Analyse ausgeschlossen. 
 
 
Abbildung 41: Distanzanalyse mitochondrialer (mt) und plastidärer (cp) RpoT-abhängiger Promotoren 
aus Arabidopsis thaliana. Zur Rekonstruktion des Baums wurde die “Neighbor-joining”-Methode 
verwendet [Saitou und Nei, 1987]. Mutationsraten wurden mit dem “Jukes-Cantor” Substitutionsmo-
dell [Jukes und Cantor, 1969] korrigiert. Die Promotoren sind entsprechend ihrer organellären Her-
kunft gekennzeichnet. Die korrespondierenden Sequenzen sowie das zugrunde liegende Alignment 
sind dem Anhang 1 zu entnehmen. 
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Die Ergebnisse der in Abbildung 41 dargestellten Distanzanalyse zeigen, dass wie vermutet, 
weder die plastidären noch die mitochondrialen Sequenzen individuelle, Organellen-
spezifische Gruppen ausbilden. Im Gegenteil, viele plastidäre Promotoren scheinen in ihrer 
Sequenz mitochondrialen Promotoren ähnlicher zu sein als anderen plastidären Promotoren 
und umgekehrt. 
Trotz der konservierten Elemente innerhalb der organellären Promotoren weisen die Sequen-
zen eine große Vielfältigkeit auf, die oftmals keine eindeutige Zuordnung Plastiden- oder Mi-
tochondrien-spezifischer Charakteristika erlaubt. Die Analyse weist nicht auf eine signifikante 
Adaptation der entsprechenden RNAP an ihre nativen Promotoren hin, sondern spricht eher 
für eine sehr relaxierte, in den Plastiden möglicherweise Kofaktor-vermittelte Promotorspezi-
fität. Dies wird ebenfalls durch die hier durchgeführten in vitro-Transkriptionen unterstützt, in 
denen das plastidäre Enzym RpoTp und das mitochondriale RpoTm eine überlappende Grup-
pe organellärer Promotoren annähernd gleich effizient transkribierten (vgl. Kap. 4.1.1 und 
4.1.2).  
Aufgrund dieser vielfältigen Ähnlichkeiten der organellären Genexpressionssysteme wurde in 
der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit das plastidäre Transkriptionssystem in planta in 
der Lage ist, an einem mitochondrialen Promotor korrekt zu initiieren [Kap. 3.2, Bohne et al., 
2007]. Für die genetische Manipulation des Plastoms wurde die gut zu transformierende 
dikotyle Pflanze Nicotiana tabacum ausgewählt. N. tabacum, eine allotetraploide Pflanze, 
besitzt sechs aktive Gene für organelläre Phagentyp-RNA-Polymerasen, von denen jeweils 
zwei für RpoTm, RpoTmp und RpoTp kodieren [Hedtke et al., 2002]. Die Tabak-
Chloroplasten wurden mit einem Konstrukt transformiert, welches eine Kanamycin-
Resistenzkassette (nptII) unter Kontrolle des mitochondrialen Promotors PatpA-209 aus 
Oenothera berteriana [Binder und Brennicke, 1993] beinhaltet. Die durchgeführten Analysen 
erbrachten den Nachweis der korrekten Transkriptionsinitiation am mitochondrialen PatpA-
Promotor durch eine plastidäre Phagentyp-RNA-Polymerase in vitro und in vivo (Kap. 3.2.1, 
3.2.2). Während das dual-lokalisierte Arabidopsis Enzym RpoTmp in vitro nicht in der Lage 
war am PatpA-Promotor zu initiieren, zeigten AtRpoTm und AtRpoTp eine deutliche 
Präferenz zur Initiation an PatpA-209 gegenüber zufälligen Initiationsorten (Abbildung 35). 
Durch Kartierung des nptII-Transkript-5’-Endes konnte die korrekte Erkennung des PatpA-
Promotors durch die plastidäre Transkriptionsmaschinerie in vivo demonstriert werden 
(Abbildung 37). Interessanterweise zeigten Run On-Analysen mit isolierten Chloroplasten, 
dass das chimäre nptII-Gen in isolierten Plastiden sogar effizienter transkribiert wurde als 
vergleichend analysierte NEP-abhängige Gene (Abbildung 38). Welche RNA-Polymerase für 
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die Transkription des PatpA-Promotors in den Plastiden der transplastomen Pflanzen in vivo 
verantwortlich ist, lässt sich aus den Daten nicht zweifelsfrei ableiten. Es ist jedoch aufgrund 
der in vitro-Transkriptionsergebnisse wahrscheinlicher, dass RpoTp und nicht RpoTmp diesen 
mitochondrialen Promotor in den Plastiden transkribiert.  
Die Beobachtungen werfen interessante evolutionäre Betrachtungen auf. RpoTm und RpoTp 
haben die intrinsische Fähigkeit zur Promotorerkennung während der Evolution beibehalten, 
wogegen RpoTmp diese Fähigkeit scheinbar verloren hat. Das plastidäre Enzym RpoTp war 
allerdings in vitro weniger effizient in der Initiation an PatpA-209 als das mitochondriale En-
zym RpoTm, wodurch eine evolutionäre Adaptation von RpoTp an plastidäre Promotoren 
oder Kofaktoren suggeriert wird. Detaillierte Analysen der RNAP-Promotor-Interaktionen 
sind nötig um diese Fragestellung zu erläutern.  
Des Weiteren deutet die präzise Erkennung des mitochondrialen Promotors durch den 
plastidären Transkriptionsapparat trotz einer wahrscheinlich früh in der Entwicklung der 
Angiospermen aufgetretenen Separation der plastidären und mitochondrialen Phagentyp-
Polymerasen [Liere und Börner, 2007] auf einen erstaunlich konservierten Mechanismus der 
Promotorerkennung in beiden Organellen hin. Hinzu kommt die akkurate Initiation an PatpA-
209 in transgenen Chloroplasten, wogegen RpoTp in vitro weniger präzise initiierte. Diese 
Beobachtungen lassen die Partizipation eines oder mehrerer plastidärer Transkriptionsfaktoren 
an der PatpA-Promotorerkennung in vivo vermuten, was darauf hindeuten könnte, dass nicht 
ausschließlich die RNA-Polymerasen und Promotoren sondern ebenfalls assoziierte 
Komponenten evolutionär mit den korrespondierenden Faktoren in den Mitochondrien 
verwandt sind. Eine denkbare Erklärung für eine solch starke Konservierung könnte die 
Abhängigkeit des evolutionären Spielraums von den Anforderungen einer Koevolution von 
Promotoren, RNA-Polymerasen und ihrer mutmaßlichen Transkriptionsfaktoren sein. 
Ein weiterer Aspekt ist, dass die Erkennung eines mitochondrialen Promotors durch eine pla-
stidäre RNA-Polymerase in vivo und möglicherweise ebenfalls die Erkennung eines plastidä-
ren Promotors durch das mitochondriale Enzym Gentransferereignisse zwischen den Organel-
len erleichtern könnte. Es ist bekannt, dass ein Teil der mitochondrialen tRNA-Gene 
plastidärer Herkunft sind und durch den Gentransfer vom Plastom in das Chondrom erworben 
wurden [Bock, 2006; Veronico et al., 1996]. Interessanterweise wurde der in dieser Arbeit 
untersuchte plastidäre, nicht-konservierte trnG-15/13 Promotor in vitro durch die mito-
chondriale RNAP RpoTm erkannt (vgl. Kap. 4.1.2, Abbildung 15 und 16). Es ist vorstellbar, 
dass das unmittelbare Funktionieren plastidärer tRNA-Gene im Mitochondrium eine schnelle 
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Substitution der entsprechenden mitochondrialen Gene ermöglichte, wodurch eine mutations-
bedingte Veränderung der nicht-funktionalen promiskuitiven DNA verhindert würde. 
Die von Dr. S. Ruf (Max-Planck-Institut für Molekulare Pflanzenphysiologie, Potsdam-Golm) 
durchgeführten Untersuchungen der transplastomen Tabakpflanzen belegen eine geringe 
Expression enzymatisch aktiven NptII-Proteins [Bohne et al., 2007, Abbildungen 3 und 5]. 
Demnach ist die plastidäre Translationsmaschinerie fähig die Proteinbiosynthese an einem 
mitochondrialen 5’-UTR zu initiieren. Über die Translationssignale pflanzlicher 
Mitochondrien ist bislang wenig bekannt. Einige konservierte Sequenzelemente konnten 
stromaufwärts des Translationsinitiationskodons identifiziert werden, die möglicherweise in 
die Rekrutierung der Ribosomen zum 5’-UTR involviert sind [Hazle und Bonen, 2007; Pring 
et al., 1992]. Pflanzliche mitochondriale 5’-UTRs weisen in der Regel keine Shine-Dalgarno-
ähnlichen Sequenzmotive auf, die über komplementäre Basenpaarung mit dem 3’-Ende der 
16S rRNA als Ribosomenbindungsstelle fungieren könnten. Im Gegensatz dazu besitzen viele 
plastidäre mRNAs eine solche Shine-Dalgarno-Sequenz, die für die Translationsinitiation 
benötigt wird [Hirose und Sugiura, 2004; Zerges, 2000]. Dennoch kommen plastidäre 
Transkripte vor, in denen keine offensichtliche Shine-Dalgarno-Sequenz vorliegt [Fargo et al., 
1998; Hirose und Sugiura, 2004]. Es wird allgemein angenommen, dass mRNA-spezifische 
Translationsaktivatoren cis-Elemente im 5’-UTR dieser RNAs erkennen und die Ribosomen 
rekrutieren [Gillham et al., 1994; Schwarz et al., 2007; Stern et al., 1997; Zerges, 2000]. 
In Anbetracht dieser deutlichen Unterschiede in den Translationsmechanismen zwischen den 
Chloroplasten und Mitochondrien ist es erstaunlich, dass das 5’-UTR des mitochondrialen 
atpA-Gens die Translation in den transgenen Plastiden vermitteln kann. Da aufgrund der ge-
ringen Konservierung der 5’-UTRs pflanzlicher mitochondrialer Transkripte bislang keine 
eindeutigen Translationssignale zugeordnet werden konnten, bleibt die molekulare Grundlage 
der korrekten Positionierung der Ribosomen jedoch unklar. 
Durch das Funktionieren mitochondrialer Expressionssignale, d. h. mitochondriale 5’- und 3’-
UTRs, in den Plastiden werden neue Möglichkeiten der plastidären Genmanipulation eröffnet. 
In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass der integrierte PatpA-Promotor stärker 
transkribiert wurde als die endogenen NEP-abhängigen Promotoren PrpoB und PclpP 
(Abbildung 38). Bislang wurden für die Expression von Fremdgenen in den Plastiden in der 
Regel plastidäre Expressionssignale verwendet. Ein Nachteil der Nutzung plastidärer 
Promotoren und 3’-UTRs liegt in der Duplikation endogener Sequenzen, was zu 
unerwünschten homologen Rekombinationen und somit möglicherweise zu Deletionen oder 
Inversionen innerhalb des Plastoms führen kann [Iamtham und Day, 2000; Rogalski et al., 
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2006; Svab und Maliga, 1993]. Durch die alternative Integration mitochondrialer 
Expressionssignale könnte das Risiko einer durch Rekombination induzierten 
Genominstabilität deutlich reduziert werden. Aufgrund der im Vergleich zur PEP-abhängigen 
Fremdgenexpression [De Cosa et al., 2001; Herz et al., 2005; Tregoning et al., 2003; Watson 
et al., 2004] niedrigeren NEP-abhängigen Expression eignen sich mitochondriale 
Expressionssignale für Anwendungen bei denen moderate oder niedrige Expressionsniveaus 
erwünscht sind. Alternativ könnte das mitochondriale Expressionssignal dahingehend 
verändert werden, dass in das 5’-UTR eine Shine-Dalgarno-Sequenz integriert wird, die 
vermutlich eine höhere Translationseffizienz erlauben würde. 
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Anhang 1: Für die Ähnlichkeitsanalyse in Abbildung 41: verwendete organelläre Promotor-
sequenzen aus Arabidopsis thaliana. Das multiple Alignment wurde mit Hilfe des Programms 
MUSCLE [http://www.drive5.com/muscle/, Edgar, 2004] erstellt und manuell modifiziert. In 
vivo bestimmte Transkriptionsinitiationsorte mitochondrialer und plastidärer Promotoren sind 
in der Sequenz, die Promotorkernsequenz ist in der Konsensussequenz unterstrichen. Die kar-
tierten Promotoren sind den folgenden Veröffentlichungen entnommen: a Kühn et al. [2005], 
bForner et al. (2007), cSwiatecka-Hagenbruch et al. [2007]. 
 
 
cp-PatpB-318c
cp-Pycf1-39c
mt-Patp9-487a
cp-PrpoB-300c
mt-Patp9-652a
cp-Prps15-139c
mt-Patp8-228/226a
cp-Pycf1-104c
mt-PtrnM-98a
mt-Patp8-999a
mt-Patp6-2-436a
mt-Patp6-2-507a
mt-Prps3-1053a
mt-Patp9-295a
mt-Patp1-1947a
mt-Prrn18-424a
mt-Patp6-1-200a
mt-Prrn18-156a
mt-PccmB-140b
mt-Pcox2-210a
mt-Prps3-1133a
mt-Prrn18-69a
mt-Patp9-239a
mt-Patp6-1-156a
mt-Patp8-157a
mt-Prrn26-893a
mt-Patp1-1898a
mt-Pcox2-683a
cp-PtrnG-15/13c
mt-Pcox2-481a
cp-PaccD-252c
mt-Patp6-1-916/913a
cp-Prps4-151c
mt-Pcox1-355a
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